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Résumé
L’hématopoïèse est le processus par lequel l’ensemble des cellules sanguines est formé.
Ce processus implique qu’une cellule multipotente, nommée « cellule souche
hématopoïétique », produise des cellules qui ont un potentiel de différenciation plus
limitée. C’est à partir de ces dernières, que l’on nomme « progéniteurs », que sont créées
les composantes cellulaires du sang. Des aberrations dans ces mécanismes entraînent
l’apparition de pathologies telles que les leucémies.
L’apparition et la progression des cancers s’associent, entre autres, aux dérèglements de
trois aspects essentiels du développement des cellules: la différenciation, la prolifération
et la survie. De multiples essais cliniques sont en cours pour traiter les patients atteints de
leucémie myéloïde aigue (AML). Certaines utilisent des cytokines telles que le GM-CSf,
d’autres ont pour cible des protéines qui sont responsables d’assurer la survie cellulaire.
Parallèlement, de nombreuses études ont clairement démontré le rôle majeur que joue le
facteur de transcription PU.1 dans la production de cellules myéloïdes.
La première partie de mes travaux a servi à compléter des recherches qui avaient été
produites au laboratoire. Ces travaux ont permis de relier l’augmentation de l’expression
de PU.l avec celle des protéines «anti-apoptotiques» Al et Mci-l, à la suite d’une
activation du récepteur du GM-C$f.
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La seconde partie de mes recherches a permis la mise au point d’une lignée cellulaire.
Cette dernière exprime constitutivement le facteur de transcription PU.1 contenant une
étiquette de double purification, nommée TAP. Celle-ci servira à identifier les partenaires
d’interactions de PU.1, impliquées dans la production des granulocytes et de
macrophages lors de la myélopoïèse.
L’ensemble des données de ce manuscrit présente des outils et des informations qui
permettront de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans la différenciation et la
survie des précurseurs myéloïdes ainsi que l’identification de cibles thérapeutiques
potentielles pour le traitement de la leucémie.
Mots-clés Hématopoïèse, Myélopoïèse, AML, facteur de transcription, PU. 1, Cytokine,
GM-C$f, Ai, Mci-l, TAP, Différenciation cellulaire, Apoptose.
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Summary
The haematopoiesis is the process by which ail the blood celis are formed. This process
implies that a multipotent celi, named haematopoietic stem celi, produces ceils which
have a more limited differentiation potentiai. It is from these last ones, that we name
“progenitor’, that the ceilular constituents of the biood are created. Aberrations in these
mechanisms are responsible for appearance of pathologies such as the leukaemia.
The appearance and the progress of cancers are caused by the disorders of three essential
aspects of the development of celis: the differentiation, the proliferation and the survivai.
Multiple ciinical trials are in progress to treat the patients affected by acute myeloid
leukemia (AML). Some try to use cytokines such GM-C$F, others target the proteins
responsibie for assuring the celiular survival. At the same time, numerous studies clearly
demonstrated the major role which plays the transcription factor PU.1 in the production
ofmyeloid ceils.
The first part of my works has started with researches data which had been produced in
the laboratory. These works allowed connecting the increase of the PU.1 expression with
that ofthe “anti-apoptotique” proteins Al and Mci-l, foilowing an activation ofthe GM
CSF receptor.
The second part of my researches allowed the seffling of a celiular lineage. This iast one
expresses constitutively the transcription factor PU. 1 containing a label named TAP. This
system aiiows producing a double purification of native protein complex associated with
VPUA involved in the production of granulocytes and macrophages during the
myelopoiesis.
Ail the data of this manuscript presents tools and informations which will allow
understanding mechanisrns involved in the differentiation and in the suwival of the
myeloid precursors as well as identification of potential therapeutic targets for the
treatment of the leukaemia.
Keywords: Haernatopoiesis, Myeîopoiesis, AML, Transcription factor, Cytoldne, PU. 1,
GM-CSF, Ai, Mci-1, TAP, Cellular differentiation, Apoptosis.
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1Revue de la littérature
2Hématopoïèse
L’hématopoïèse est le phénomène par lequel le sang est produit à l’intérieur de
l’organisme. Les cellules sanguines sont produites à partir d’un seul type de cellules dites
multipotentes. Dans le système hématopoïétique, on les nomine cellules souches
hématopoïétiques (H$C). Ces dernières se subdivisent en deux catégories, les cellules
souches à long terme et tes cellules souches à court terme. Les cellules HSC à long terme
se distinguent des cellules à court terme par leur capacité à renouveler le système
hématopoïétique de souris irradiées pour une période supérieure à quatre mois. Les H$C
peuvent se différencier et donner naissance à des cellules nommées progénitrices. Les
cellules progénituces ont un pouvoir de différenciation moins étendue. Trois grandes
catégories de cellules peuvent être produites à partir des progéniteurs, dits oligopotents:
les cellules de la liguée érythroïde, les cellules de la lignée lymphoïde ainsi que les
cellules de la lignée myéloïde {Kondo, 2003 }.
Myélopoïèse
La myélopoïèse se définit comme étant le processus par lequel les monocytes et les
granulocytes sont produits. Celle branche de l’hématopoïèse prend son origine de cellules
progénitrices que l’on nonmie « Common Myéloid Progenitor », d’où l’acronyme de
CMP. Les cellules myéloïdes sont responsables des défenses innées de l’organisme. Leur
formation est régulée par différents éléments intrinsèques (facteur de transcription) et
extrinsèques (cytokines) à la cellule. Un dérèglement dans ces mécanismes entraîne la
formation de différentes pathologies telle que le syndrome myélodysplasique (MD$), la
leucémie myéloïde chronique (CML), ainsi que la leucémie myéloïde aigu (AML)
3{Rosmarin, 2005}. Dans les chapitres qui vont suivre, vous verrez l’importance de la
cytokine GM-CSF, du facteur de transcription PU.1 ainsi que des protéines, nommées Al
et Mci-l, favorisant la survie de la cellule. Le tout sera complété par une documentation
portant sur les leucémies myéloïdes aigus (AML) et les traitements qui y sont associés.
4Chapitre I
Les facteurs de croissance sont des substances, par lesquelles une cellule reçoit des
signaux extérieurs, leur indiquant de proliférer ou de se différencier. Cette famille de
ligand comprend de multiples sous-embranchements, incluant entre autres les
interleukines (IL) et les facteurs qui stimulent la formation de colonies (C$f). Dans la
myélopoïèse, les trois cytokines suivantes ont un rôle prédominant: le GM-CSF
(granulocytes, macrophages), le G-C$F (granulocytes) et fmalement, le M-CSF
(macrophages). Favorisant à la fois la production de granulocytes et de macrophages, le
GM-C$F présente un atout remarquable pour étudier les processus de différentiation de la
lignée rnyéloïde. Celui-ci fait donc partie des éléments importants de mon étude. Le




Le récepteur du GM-CSF (GM-CSFR ou GMR) fait partie de la famille gpl4O des
récepteurs à cytokine de type 1. Celui-ci est un hétérodimère composé des chaînes «a»
et «B » dont la constante de dissociation (KD) est de 30 — 100 pM {Chiba,
1990;Hayashida, 1990;Gorman, 1990;Park, 1992). Ce récepteur est exprimé dans les
cellules des macrophages, des neutrophiles et des éosinophiles des souris, ainsi que des
humains {DiPersio, 198$). Mais ces dernières ne sont pas les seules à exprimer ce
récepteur, puisqu’on le retrouve sur des précurseurs des érythrocytes et des
mégacaryocytes, sur des lymphocytes B et T foetaux, des fibroblastes, des cellules
5utérines et des cellules de type ostéoclaste {Lanza, 1997;Nicola, 1993;Stacchini, 1996
1;Wognum, 1994;Jubinsky, 1994}. Des cellules cancéreuses, telles que les leucémies
lymphoïdes, myéloïdes et même des cancers non hématopoïétiques, peuvent présenter
l’expression de ce récepteur à leur surface cellulaire {Gasson, 1 986;Kelleher,
1988;Dedhar, 1988;Baldwin, 1993;Budel, 1990}. Le GM-CSfR ne possède pas d’activité
enzymatique intrinsèque. Celui-ci est associé à des protéines de la famille JAK (janus
kinase), qui représente une famille de tyrosine kinase intracellulaire possédant deux
domaines kinases. Celles-ci permettent la phosphorylation du récepteur ainsi que la
liaison d’adaptateurs protéiniques possédant des domaines de la famille $H2, responsable
d’engager le déclenchement de la cascade signalétique intracellulaire {Reddy, 2000;Itoh,
1998;de Groot, 1998}.
La chaîne « a »
La chaîne «a » du récepteur du GM-C$F, à un rôle important, c’est elle qui confère au
récepteur la spécificité pour son ligand. Seule, cette chaîne présente une faible affinité de
liaison pour le GM-C$F, possédant une constante de dissociation (Kd) qui se situe aux
alentours 1-10 nM.
La forme humaine de cette chaîne à une taille 80 kD (voirfigure T). Celle-ci est composée
principalement d’un domaine extracellulaire de 298 a.a. ainsi que d’un domaine
transmembranaire de 26 a.a. et d’une queue cytoplasmique de 54 a.a. {Gearing, 1989).
Le domaine extracellulaire comporte 11 sites potentiels de N-glycosylation, ainsi qu’un
motif WSXW$, qui est commun au récepteur de cette famille {Ding, 1995; Nicola,
1991). Pour ce qui est de l’homologie de séquences, entre la forme humaine (400 a.a.) et
murine (387 a.a.) de cette chaîne, on retrouve une identité de 35 % {Park, 1992). Si on
6regarde la région promotrice en 5’ de la séquence de celle chaîne du récepteur, on
retrouve des motifs de reconnaissance de facteurs de transcription tels que PU. 1, AP — 1,
GAlA, c - FIS, SPi, C/EBP, NF - icB {Akagawa, 2003). Malgré le rôle primordial de la
chaîne « a » pour la liaison et l’activation du récepteur, la chaîne «f3 » est essentielle à la
transmission du signal émanant du récepteur.
La chaîne « »
C’est la chaîne «B» de ce récepteur qui est responsable de la transduction du signal (voir
figure 1). D’une taille de 95 kD chez l’humain, cette protéine est composée de $80 a.a.
divisés en trois grandes régions: un domaine extracellulaire (400 a.a.), un domaine
transmembranaire (30 a.a.) et un domaine intracellulaire (450 a.a.). Sa séquence globale
comporte 55 % d’homologie avec son analogue murin {Hayashida, 1990). Enfin, le
promoteur proximal de la chaîne « f3 » présente un site de liaison pour PU. 1, qui
contribue à la régulation de son expression basale {Nicola, 1991).
La région extracellulaire, à elle seule, n’a qu’une faible affinité pour le GM-CSf. La
liaison avec la chaîne «a» est donc primordiale. On retrouve à cet endroit trois sites
potentiels de N-glycosylation (Hayashida, 1990) et deux domaines de 200 a.a. nommés
CRM (Cytokine Receptor Module). Du côté cytoplasmique, le domaine intracellulaire se
compose d’une région proximale et distale. La région proximale lie les membres de la
famille Jak, entraînant l’activation de protéines telles que STAT5, c-myc et pim-1. Cela a
pour conséquence l’induction d’un signal de prolifération {Quelle, 1994;Sato, 1993).
Complémentairement, le domaine distal est responsable de la signalisation par
7l’intermédiaire des protéines PI3K, Shc-Ras-MAPK, ainsi que des facteurs de
transcription tels que c-jun et c-fos. Cette dernière est associée aux fonctions de
différenciation, d’atténuation du niveau d’apoptose, ainsi que de la rétro-inhibition du
récepteur {Nicola, 1997;Sakamaki, 1992;Liu, 1999;de Groot, 199$;$mith, 1997;Sato,
1993}.
Au niveau de la signalisation, différents inhibiteurs de cette voie sont connus. Pour
commencer, on retrouve la phosphatase SHP-1 qui s’associe à la chaîne « » du GM
C$FR. Cette dernière peut également se lier aux protéines Jaki ou Jak2 pour inhiber la
signalisation de celle voie {Bone, 1997;Yi, 1993}. Il y a aussi les protéines de la famille
SOCS qui agissent en inhibant l’activité JAK. {Starr, 1997;Greenhalgh, 2001;Alexander,
1999;Nicola, 1999}.
La voie signalétique découlant de l’activation de cet hétérodimère entraîne des
changements majeurs au niveau des cellules, ce qui a des répercussions sur le bon
fonctionnement de l’organisme en entier.
Fonctions biologiques et cliniques
Multiples sont les fonctions biologiques du récepteur au GM-CSF. Le premier aspect que
je vais traiter concerne l’importance de la concentration du ligand sur la fonction des
signaux émis par le GMR. Une faible concentration du GM-CSF est connue pour
favoriser la survie cellulaire {Williams, 1990}. À l’opposé, une forte concentration du
GM-CSF va favoriser la prolifération {Metcalf, 19$2;Nicola, 19$2}. Ce même type de
processus est remarqué pour la différenciation cellulaire. Tandis qu’une faible
concentration du GM-CSF favorise la production de macrophages, une forte
concentration favorisera plutôt l’apparition des granulocytes. Ceci est le cas même en
$présence ex vivo de M-CSF dans le milieu de culture, qui est responsable normalement
de favoriser l’apparition de macrophages {Metcalf, 1992}. Une fois que la concentration
circulante du GM-CSF a atteint des niveaux importants et que les fonctions biologiques
qui en découlent ont eu lieu, le surplus de ligands doit être éliminé. La dégradation du
GM-CSf s’effectue principalement au niveau du foie {Bartocci, 19$7;Burgess,
1977;Metcalf 19$8}. De plus, la littérature présente des études à propos de mécanismes
par lesquels l’intemalisation du récepteur a lieu {Nicola, 19$$;Martinez-Moczygemba,
2001}.
Outre les effets que peut avoir la concentration du GM-C$f sur la fonction de son
récepteur, celui-ci a un rôle à jouer dans d’autres processus biologiques importants. Il agit
dans le processus d’inflammation permettant des réponses biologiques telles que
l’augmentation de la présentation d’antigènes, d’agents chimiotactiques, d’histamine,
d’espèces d’oxygène réactives et de la stimulation de la phagocytose. Cela a pour effet
d’activer la défense de l’organisme contre les bactéries, les virus, les champignons, les
parasites ainsi que contre les cellules cancéreuses.
D’un point de vue clinique, cette cytokine est utilisée pour favoriser l’hématopoïèse en
réponse à un traitement de chimiothérapie. L’élimination de bactéries et d’organismes
fongiques représente une autre application thérapeutique découlant de l’activation de ce
type de récepteur {Hubel, 2002}. Néanmoins, il faut noter que la progression de certaines
maladies telles que l’arthrite rhumatoïde {Williamson, 19$$} et l’asthme {Yamashita,
2002} implique l’action du GM-C$F. En effet, celui-ci favoriserait l’activation des
cellules T, en augmentant le niveau de HLA-DR ainsi qu’en augmentant la dégradation de
la matrice cartilagineuse, par la voie de signaux transmis aux neutrophiles {Monfardini,
92002}. Enfin, l’utilisation du GM-CSF dans des frai tements anticancéreux est
actuellement en élaboration. Le GVAX est un exemple de vaccin anticancéreux qui
pourrait être utilisé pour traiter le cancer de la prostate, des poumons et des leucémies de
type AML {Nemunaitis, 2004 ;$imons, 2006 ;$oiffer, 1998}. En ce moment, le potentiel
thérapeutique de cette molécule est la cible d’une très grande attention dans le domaine de
l’oncologie. Ceci érige une vue d’ensemble sur l’action physiologique du GM-CSF à
l’intérieur de l’organisme.
$urexpression et sous-expression du GMR
Les faits rapportés ont clairement illustré l’importance qu’avait la concentration
circulante du GM-C$F sur les effets biologiques découlant de l’activation du GMR. Dans
le volet suivant, c’est l’effet d’une surexpression ou d’une sous-expression du GMR qui
sera présentée. Une surexpression de récepteurs du GM-C$F entraîne des effets
pathologiques notables. Les souris transgéniques démontrent en effet une accumulation
du nombre de macrophages et ceci, en plus de devenir aveugles (Lang, 1987}. À son
opposé, l’ablation du gène du GM-CSF ainsi que celui de la chaîne «f3 » du récepteur du
GM-C$F ont été rapportés dans la littérature. Le principal phénotype se trouve à être la
perte des macrophages alvéolaires accompagnés d’une susceptibilité aux pneumonies
{Paine, 2001;LeVine, 1999}. Pour ces résultats, il semble que le facteur de transcription
PU.1 soit impliqué {$hibata, 2001;Bonfleld, 2003;Dirksen, 1997}.
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Le tigand GM-CSf
À la suite de ces informations concernant le récepteur du GM-C$F, voici un passage
traitant de son ligand, dont la découverte a été faite en 1977. La cytoldne GM-CSf
(Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor) est un peptide d’une longueur de
127 a.a. chez l’humain et de 124 a.a. chez la souris. Son poids moléculaire se situe aux
alentours de 14.7 à 33 kD, variant selon le niveau de glycosylation et les modifications
post-transcriptionnelles qui lui sont rattachées {Cebon, 1990; $chrimsher, 1987}. Ce
dernier a des ponts disulfures à deux endroits ainsi que deux sites de glycosylation aux
positions Asn27 et Asn37 pour la forme humaine. Pour la forme murine, c’est aux
positions Asn66 et Asn75 qu’on retrouve les sites de N-glycosylation {Schrimsher, 1987;
Cebon, 1990; DeLamarter, 1985}. Les ponts disulfures sont responsables de maintenir la
structure tertiaire de la molécule {DeLamarter, 1985 ;Moonen, 19$7} et les sites de
glycosylation influencent la spécificité de l’activité biologique de la molécule {Nicola,
1979; Shanafeit, 1989}. Les réactions croisées ne sont pas possibles entre la forme
humaine et la forme munne due au fait qu’il existe très peu d’homologie entre les deux
Jigands.
Ceci complète l’information pertinente relative à la caractérisation et la compréhension
des fonctions du récepteur GMR. Ce dernier représente une porte d’entrée pour les
signaux extracellulaires (extrinsèques) régulant les fonctions des cellules myéloïdes et de
leurs précurseurs. La voie signalétique découlant de l’activation du GMR a plusieurs
conséquences sur la régulation transcriptionnelle des gènes des cellules. L’une d’elles
concerne le facteur de transcription PU. I, qui est un élément essentiel à l’hématopoïêse, et




Deux grandes catégories de signaux peuvent influencer la destinée de la cellule s les
signaux extrinsèques, tels que ceux présentés au chapitre 1, ainsi que les signaux
intrinsèques. Les facteurs responsables de réguler la transcription des gènes représentent
une voie majeure dans le contrôle de l’hématopoïèse. Parmi les plus connues, il y a PU.1,
SCL, Jkaros, C/EBPa, C/EBP, GATA-1 et GATA-2, pour ne nommer que ceux-là. La
perte de chacun de ces gènes a des conséquences draconiennes sur l’hématopoïèse. De
façon plus pointue, le présent chapitre démontrera l’importance capitale qu’a le facteur de
transcription PU.1 dans la myélopoïèse. Par conséquent, une meilleure compréhension
des mécanismes dans lesquels cette protéine est impliquée est primordiale à obtenir.
PU.’
Découverte
La découverte de la séquence qui code pour PU.1 (nommé Spi-1) a été faite parallèlement
par deux groupes de recherche indépendants. Le premier groupe a effectué le crible d’une
librairie d’expression. Pour ce faire, ils ont décidé d’utiliser une sonde qui est capable de
s’hybrider à la boîte Y, du promoteur du complexe d’histocompatibilité de la classe lIT
A- F3. La séquence riche en purine lui a valu le nom de PU.1 signifiant « rine Riche
One» {Klemsz, 1990}. Le deuxième groupe a identifié un locus nommé Spi-1 (spleen
focus forming virus £roviral Integration Q), un site d’intégration du virus SFFV qui
produit, dans 95 % des cas, l’apparition d’érythroleucémies. Ce n’est que quelque temps
après que l’on a découvert que la séquence de Spi-1 produisait la surexpression d’un
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proto-oncogène qui fut identifié comme étant PU.1 {Goebl, 1990}. Depuis, on a
découvert de nombreuses fonctions que jouait PU. 1 dans l’hématopoïèse, la myélopoïèse
ainsi que dans la fonction des cellules myéloïdes matures.
Régulation de FUi
La régulation transcriptionnelle de PU. 1 est effectuée à partir de trois principales régions.
Celles-ci sont: une région proximale allant du site d’initiation à une position située à -
334 pb, une région distale localisée à une distance d’approximativement 14 kb en amont
du codon d’initiation de la transcription, ainsi qu’une dernière à l’intérieur du deuxième
intron de PU. 1. Par rapport à la région proximale, on retrouve les sites Spi
à -39 pb, Oct à -54 pb et GATA-i à -15 pb ainsi que la boîte PU.1 à + 20 pb. Les quatre
premières protéines correspondantes, soit Oct-1, Spi, GATA-1 et SplB, sont exprimées
dans les cellules HSC, et pourraient être importantes pour l’augmentation du niveau
d’expression de PU.1 pendant les premiers stades de la différentiation. Enfin, la présence
d’une région régulatrice propre à PU. 1 indique que celui-ci aurait un rôle à jouer dans le
contrôle de sa propre expression, comme différentes études l’indiquent {Moreau
Gachelin, 1989;Chen, 1995;Chen, 1996;Li, 2001}. Toutefois, un fragment de 2.1 kb en
amont du site d’initiation de PU.1 est incapable, à lui seul, d’activer un gène rapporteur
dans des souris transgéniques ou dans des lignées cellulaires {Chen, 1995;Chen, 1996}.
Ceci s’explique par l’importance des autres régions régulatrices, qui ont été découvertes
par la suite. Les deux autres régions régulatrices ont été découvertes grâce au test
d’hypersensibilité à la DNAseI. Ce test a été effectué sur le chromosome artificiel PAC
(Pi Artificiel Chromosome) contenu dans des souris transgéniques. Ce dernier contient la
13
séquence du gène PU.l en plus de 30 kb de la séquence en amont et en aval {Li, 2001}.
La région proximale (-334 pb) et la région distale (-14 kb) sont capables d’activer
l’expression de gène rapporteur dans les souris transgéniques. De plus, leur schéma
d’expression est similaire à celui observé pour la forme de PU.1 endogène. En surcroît,
une délétion de la région promotrice distale, par recombinaison homologue chez la souris,
entraîne une diminution de l’expression à 20 % du niveau normal {Rosenbauer, 2004}.
Deux sites hautement conservés, d’une longueur de 200 pb, contiennent les séquences de
liaison de la protéine AML, ainsi que de PU. 1. Ceci explique d’ailleurs que l’expression
de PU.1 soit diminuée dans les souris AML1.
En ce qui concerne la régulation post-traductionnelle, la modulation de PU.1 se fait par
l’intermédiaire de la phosphorylation de différentes régions de la protéine. Ce contrôle est
effectué par des protéines telles que CXII (Casein Kinase II) à la suite d’une stimulation
des cellules au LPS ou au TPA {Lodie, 1997}. Il semblerait que ces phosphorylations
aient une action déterminante sur la capacité de PU. I à activer différents promoteurs
{Lodie, 1997}, tel que cela a été démontré par les études de sa structure.
Structure
Le premier aspect que je vais aborder porte sur la séquence de PU.1. La forme murine de
PU.1 est codée par une séquence de $16 paires de bases, ce qui correspond à une protéine
de 272 ou de 266 acides aminés, selon le codon d’initiation qui est employé pour la
transcription {Lloberas, 1999}. Ce gène est contenu dans le chromosome 2 à la bande E3.
Pour ce qui est de sa contrepartie humaine de 264 acides aminés, celle-ci comporte $5 %
d’homologie avec la forme murine. Cette dernière est localisée sur le chromosome 11, à la
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position pll.22 {Kodandapani, 1996 }. Voici maintenant une description plus détaillée
de chacun des domaines qui le composent (voirfigure II).
Domaine ETS
Le facteur de transcription PU.1 fait partie de la famille ETS (E Twenty Six) caractérisée
par un domaine de liaison à l’ADN comportant 85 résidus {Leprince, 1983;Nunn, 1983 }.
Ce domaine a une forme similaire au domaine «hélice tour hélice », liant l’ADN
contenant une séquence minimale GGA {Kodandapani, 1 996;Werner, 1 995;Donaldson,
1996}. Le domaine ETS de PU.1 n’a que 35 % d’homologie avec les autres membres de
celle famille {Rosmarin, 2005 }. C’est ce dernier qui est responsable de reconnaître et de
lier les «boîtes PU.1», composées de la séquence 5’ -GAGGAA-3’ {Klemsz, 1990}.
Jusqu’à maintenant, seul le domaine de liaison à l’ADN a été cristallisé {Kodandapani,
1996}. Les acides aminés R232 et R235, de l’hélice Œ-3, sont ceux qui entrent en contact
avec le sillon majeur de la séquence d’ADN reconnue {Kodandapani, 1996}. Le résidu
K245 de l’< aile» lie en amont, et le résidu K219 de la partie «tour» lie l’ADN en aval
de la séquence centrale 5’ -GGAA-3’. La première boucle est formée des feuillets et
34 tandis que la deuxième boucle est constituée du repliement entre les feuillets 132 et 133.
Celle liaison de PU.1 sur son site de reconnaissance entraîne une courbure de l’ADN de
80 à l’intérieur du sillon majeur {Behre, 1999}. Certaines protéines ont été identifiées
pour interagir directement avec cette région. Parmi celles-ci, on retrouve c-Jun, GATA-1,
GATA-2, C/EBPŒ, C/EBP13 et AML1 {Rekhtman, 1999;Nerlov, 2000;Petrovick,
1998;Reddy, 2002;Behre, 1999}. Juxtaposés à celle région, on retrouve le domaine PEST
qui sera décrit dans la section qui suit.
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Domaine PEST
Le domaine PEST se situe entre le 118e et le 160e acide aminé de la forme humaine de
PU.1. Son nom est un acronyme représentant quatre acides aminés à forte teneur dans
cette région: la proline (P), l’acide glutamique (E), la sérine (S) ainsi que la thréonine
(T). Ce domaine est reconnu pour faciliter la protéolyse de la protéine qui le contient
{Rogers, 1986}. Parmi les protéines connues pour interagir avec ce domaine dans PU.1,
on retrouve des IRF (Interféron Regulating factor) tels que PIP (PU. 1 Interacting factor)
et I$CBP (Interferon Sequence Consensus Binding Protein). Un site de phosphorylation
est connu pour être essentiel à la liaison de PU.1 avec PIP, soit la sérine 148
{Kodandapani, 1996}. De plus, les sérines 132 et 133 pourraient être des cibles de
régulation pour la phosphorylation de PU. 1. Malheureusement, il y a encore très peu de
documentation à ce sujet. Bien que ces sites de phosphorylation aient un rôle régulateur
sur la fonction de PU.1, c’est le domaine de transactivation, décrit dans les paragraphes
qui suivent, qui possède un rôle majeur en la matière.
Domaine de transadilvation
Située à l’extrémité N-terminale de la protéine, cette grande région nommée TAD
(TransActivation Domain) se subdivise en quatre domaines. La position 1 à 74 regroupe
trois régions riches en résidus acides. Ces dernières sont suivies d’une zone contenant
beaucoup de résidus de glutamine, délimitant une région comprise entre la position 74 et
118. Les sérines 41 et 45, du domaine TAD, sont connues pour être des sites de
phosphorylation essentiels pour la prolifération des macrophages {Celada, 1 996}. En
effet, des expériences utilisant des protéines PU. I mutées aux différentes sérines ont
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démontré que ces deux résidus étaient nécessaires pour la prolifération des macrophages
en présence de la cytokine M-CSf.
Parmi les protéines qui interagissent avec ce domaine, on retrouve des membres de la
machinerie basale de transcription tels que TFIID, TBP (TATA binding protein) ainsi que
d’autres protéines telles que RB (retino blastoma protein), GATA-1, GATA-2, GR
(glucocorticoid receptor) et HSP9O (Heat shock protein 90) {Hagemeier,
1993;Nagulapalli, 1995}. Il serait alors intéressant de savoir comment celle protéine est
régulée. La section qui suit va fournir les informations concernant son contrôle
transcriptionnel et post-transcriptionnel.
Fonction biologique
Rôle de PU.1 pendant la différentiation
L’expression du facteur de transcription PU. 1 se limite au système hématopoïétique.
Parmi les cellules sanguines ayant atteint la maturité, on retrouve PU. 1 exprimé dans les
macrophages, les neutrophiles, les lymphocytes B ainsi que les mastocytes. {Ray,
1992;Hromas,1993 ;Galson, 1993;Chen, 1995;Pettersson, 1995}. La nécessité de ce
facteur de transcription a également largement été découverte par l’étude de délétion de
gènes (knock-out) chez la souris. Les groupes de Maki et de Singh {McKercher,
1996;Scoft, 1994} ont produit des souris déficientes pour le gène PU.1. Les souris
homozygotes pour la délétion de PU.1, produites par le groupe de Singh, sont mortes aux
jours de gestation 18.5, dû à une déficience au niveau hématopoïétique. Ces derniers
présentaient une absence de lymphocytes B, de lymphocytes T matures, ainsi que de
macrophages. De même, il a été décrit, à la suite d’analyses de cytométrie de flux, que la
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population KSLT (c-kit, Sca-1, Lin, Thyb0) riche en cellules souches était fortement
diminuée dans le foie foetal au jour embryonnaire 12.5 à 15.5. Au jour 14.5
embryonnaire, des diminutions marquées des progéniteurs hématopoïétiques CMP
(Common Myeloid Progenitor) et GMP (Graculocyte Macrophage Progenitor) mais pas
des MEP (Megakariocyte Eiythrocyte Progenitor) ont été notés. Ceci indique que PU.1
n’est pas nécessaire à la maturation des cellules de la lignée érythroïde. Pour ce qui est
des résultats obtenus par le groupe de Maki et collègues, la majorité des résultats obtenus
converge avec ceux du groupe de $ingh. Toutefois, on retrouve certaines différences
notables en ce qui a trait entre autres à la durée de vie des souris homozygotes. Celles-ci
meurent deux à trois jours après la naissance, causée par des problèmes de septicémie.
Avec l’ajout de traitement aux antibiotiques, leur durée de vie est prolongée pour
atteindre deux semaines. Dans ces souris, l’apparition de neutrophiles, dont certaines
fonctions sont défaillantes, s’effectue 2 à 3 jours après la naissance. L’apparition de
lymphocytes T est remarquée au jour 5 à 8 tandis qu’ aucun monocyte/macrophage n’ est
détectable jusqu’à deux semaines après la naissance. De surcroît, on remarque une
absence de l’expression des récepteurs GM-CSF, G-CSf et M-CSF. D’autres gènes
essentiels pour la fonction des neutrophiles sont aussi affectés par l’absence de ce facteur
de transcription.
La lignée cellulaire 503, a été créée à partir de ces souris PU.1 par le groupe de Torbeil
et cou. {Anderson, 1999}. Ces cellules n’exprimant pas le facteur de transcription PU.1,
ne répondent pas à la présence de GM-CSf, G-CSF et M-CSF dans le milieu de culture.
Ce phénomène s’explique par l’absence des récepteurs correspondants à la surface des
cellules. La restitution de PU.1 par l’utilisation de rétrovirus pennet à nouveau
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l’expression des récepteurs GM-C$f, G-C$F et M-CSF. Il en est de même pour
l’expression de gènes qui sont propres aux neutrophiles tels que ceux des granules
secondaires. Celle expression permet du même fait l’induction des cellules à se
différencier en granulocytes et en monocytes matures.
Pour ce qui a trait au rôle distinctif de PU.1, dans la prolifération des macrophages, il a
déjà été démontré dans la littérature que la surexpression de ce facteur de transcription
dans des cellules dérivées de la moelle osseuse augmente la prolifération dépendante de
la cytokine M-C$F. Au contraire, l’induction d’un antisens de PU. 1 diminue ce pouvoir
prolifératif. Il en est de même pour l’expression d’un «dominant négatif» n’exprimant
que le domaine ETS. L’expression de ce dernier, dans les cellules, entraîne une
diminution de leur capacité à proliférer {$ingh, 1999}.
En plus d’être essentiel pour l’expression de récepteurs de la voie myéloïde, PU. 1 est aussi
essentiel pour l’expression de la chaîne «a » du récepteur à l’IL-7. Ceci permet
d’expliquer les problèmes de prolifération et de différenciation à l’intérieur de la ligiée
lymphoïde qui ressortent en l’absence de PU. 1. En effet, lorsque l’on restaure l’expression
de la chaîne «a» du récepteur à l’IL-7 dans les cellules déficientes en PU.1, on retrouve
la capacité de ces précurseurs à proliférer, mais pas celle à se différencier. Par contre,
lorsqu’on restaure l’expression de la forme endogène de PU. 1, il est de nouveau possible
d’obtenir des cellules pro-B qui expriment les marqueurs B220 et CD 19. Les marqueurs
de surface mb-1, B-29, ‘y5 et VpreB, associés à la formation de lymphocytes B matures,
sont aussi retrouvés. De plus, la capacité à réarranger le locus de l’immunoglobuline H
est retrouvée par ces cellules. Enfin, PU. 1 est essentiel pour le développement des
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mastocytes et une réinsertion de PU. 1 dans les précurseurs qui en sont déficients rétablit
la production de ce type de cellules {Singh, 1999}. I)ensemble de ces informations
indique donc que PU.1 est impliqué dans des mécanismes essentiels pour la
différenciation de la lignée myéloïde et lymphoïde.
Gradation du niveau d’expression de PU.1
Un concept qui est important de comprendre dans l’étude de Phématopoïèse est celui du
« confinement» (commitment en anglais). Le confinement des cellules lors de la
différenciation cellulaire s’explique par la perte du potentiel qu’ont les cellules à pouvoir
produire différents types de tissus matures. Par exemple, les cellules souches
embryonnaires sont dites totipotentes, c’est-à-dire qu’elles ont la propriété de se
différencier et de produire tous les types cellulaires présents dans l’organisme. Toutefois,
les cellules souches hématopoïétiques dites multipotentes ne peuvent plus produire toutes
les cellules d’un organisme, mais seulement ceux d’un tissu particulier. On peut donner, à
titre d’exemple, les cellules du système sanguin. Enfin, des progéniteurs, que l’on dit
oligopotents, ne peuvent produire qu’un type cellulaire particulier à l’intérieur d’un tissu.
Par exemple, les cellules GMP ne peuvent produire que des granulocytes et des
macrophages. En regard à PU.1, le niveau d’expression de ce dernier influence le
confinement des cellules (voir figure III). Si on commence au début de l’hématopoïèse,
dans les cellules souches hématopoïétiques (HSC), PU.1 est présent, mais à de faibles
niveaux. Lorsque les cellules arrivent à l’embranchement entre la lignée lymphoïde et la
lignée myéloïde, une augmentation du niveau d’expression de PU.1 favorise le
confinement vers la lignée myéloïde par rapport à la lignée lymphoïde. Dans la lignée
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lymphoïde, les cellules qui se confinent à devenir des lymphocytes B conservent
l’expression de la protéine PU.1 tandis que l’expression de PU.1 s’éteint dans les cellules
confinées à devenir des lymphocytes T. Si on regarde du côté de l’embranchement entre
la lignée myéloïde et érythroïde, les cellules qui se dirigent vers la lignée érythroïde
voient l’expression de PU.1 chuter de façon impérative. Il a été démontré, que cette
diminution de P111 est due, en partie, à une répression qui est effectuée par le facteur de
transcription GAlA-1. Ce dernier est un des éléments clés pour la différentiation
érythroïde. À Vopposé, l’expression de PU. 1 est conservée lors du confinement permettant
de produire des granulocytes et des macrophages. Enfin, au point de jonction entre la
production de granulocytes et de monocytes/macrophages, une très forte augmentation de
ce facteur de transcription est normalement reliée à la production
monocytes/macrophages. Il est maintenant possible de comprendre à quel point la
régulation d’expression de cette protéine est primordiale pour la destinée des cellules
sanguines qui seront produites. {Scott, 1997;Orkin, 2000;Nerlov, 1998;DeKoter, 2000
;Cross, 1994;Voso, 1994 ;Voso, 1994 }. Il est à noter que la concentration de PU.1 n’est
pas le seul élément important dans le confinement hématopoïétique. L’étape du processus
d’hématopoïèse pour laquelle le niveau de PU.1 s’accroît ou s’amoindrit ainsi que les
partenaires d’interaction présents sont tous des éléments qui ont un rôle déterminant
clairement établi dans la littérature.
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Partenaire d’interactions
De multiples protéines s’associent à PU.1 pour induire une fonction précise à l’intérieur de
la cellule (voir Figure II). Parmi les plus connues, on retrouve la protéine GATA-1, un
facteur de transcription essentielle de la lignée éiythroïde. Lorsque GATA-1 s’associe
avec l’extrémité C-terminale de PU.1, plus précisément sur le feuillet 33/I4, celle-ci
empêche la liaison avec le facteur de transcription c-jun, pouvant normalement lier cette
région. {Behre, 1999;Nerlov, 2000;Rekhtman, 1999;Zhang, 1999;Zhang, 2000}. Cela a
pour effet de séquestrer PU. 1, le rendant ainsi inopérant. Inversement, la protéine PU. 1
peut séquestrer la protéine GATA-1 en effectuant une liaison avec son extrémité N-
terminale, qui contient le domaine de transactivation. {Cantor, 2001 ;Zhang,
2000;Rekhtman, 1999}. Il en résulte, cette fois-ci, en une inhibition de la protéine
GATA-1. Par conséquent, la formation de ce complexe empêche le confinement vers la
lignée éiythroïde. Dans la même famille de protéine, on retrouve GATA-2 qui interagit
avec PU. 1 favorisant la différenciation des mastocytes {Glimcher, I 999;Georgopoulos,
1997;Henkel, 1994}.
La protéine TBP (TATA binding protein) ainsi que les autres TAFs (TATA associed
factors) sont aussi des partenaires d’interaction de PU. 1. Ceci confère un rôle central dans
la transcription des gènes hématopoïétiques. Ceci permet d’ailleurs d’expliquer l’absence
de boîte TATA sur certaines des régions promotrice régulées par PU.1 { Eichbaum,
1994}. En effet, de nombreux gènes nécessitent la présence de la boîte TATA pour que
la transcription des gènes puisse avoir lieu. Toutefois, il y a des exceptions dont fait partie
la protéine PU.1, qui peut assembler la machinerie transcriptionnelle en l’absence de
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celle-ci. Ceci permet également de mieux comprendre le rôle central que joue ce facteur
de transcription dans le processus de myélopoïèse, puisque son expression est, par
conséquent, nécessaire à la transcription de plusieurs gènes en permettant l’assemblage de
la machinerie transcriptionnelle.
Gènes cibles
De multiples gènes contiennent des régions régulatrices contrôlées par PU. Ï. Parmi ceux-
ci, on compte le récepteur du GM-CSF, du G-CSf et du M-CSF (c-fms) ainsi que les
marqueurs de surface CD1 lb, CDI 8, CD 16, CD64, les récepteurs scavenger de type I et
II ainsi que les récepteurs au mannose. Mis à part les récepteurs de surface cellulaire,
PU.l est retrouvé sur les régions promotrice des immunoglobulines telles que la chaîne
légère K et 7, la chaîne lourde t, la chaîne J ainsi que la protéine membranaire MB-1.
Finalement, d’autres gènes, qui ne font pas partie des groupes présentés précédemment,
sont régulés par PU.l. C’est le cas de la protéinase-3, des tyrosines kinases c-fes, c-fos, de
l’IL-113, de l’IL-4, du MHC class fi I-A- 13, du gp9i et du p47. {Kominato, 1995;Buras,
1995, Eklund, 1998;Shin, 1993;Rosmarin, 1995;Pahl, 1993 ;Feinman, 1994;Aiftomakï,
2000;Zhang, 1994 ;Hohaus, 1995, Henkel, 1994}. PU.l lui-même figure parmi ses
propres cibles de régulation, ce qui lui permet d’effectuer une autorégulation de son
activité {Chen, 1996;Chen, 1995;Li, 2001;Moreau-Gachelin, 1989 }. Une caractéristique
importante, souvent retrouvée sur les sites de liaison de PU.i, est l’absence de boîte
TATA. La boîte PU.l semble en quelque sorte remplacer ce site de liaison, associé avec
d’autres sites de liaison pour des régulateurs ubiquitaires tels que Spi, AML1, C/EBP,
TBP et TAFs{Petrovick, 1998;Hagemeier, 1993}. Ceci a d’ailleurs été démontré dans le
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cas du promoteur du FcyRI-B. Dans ce cas, les chercheurs ont supprimé la boîte PU.1,
entraînant la perte de fonction du promoteur. Lorsque ceux-ci ont inséré une boîte TATA
pour remplacer la boîte PU.1, le promoteur est devenu fonctionnel à nouveau. {Petrovick,
1998;Eichbaum, 1994 }. Ce dernier exemple permet de comprendre le rôle déterminant
que joue PU.1 dans des processus biologiques fondamentaux. Comme vous le verrez plus
loin, de nombreux faits laissent également croire que ce facteur de transcription pourrait
avoir un rôle important à jouer dans Uapparition et le développement des leucémies.
Sommairement, le facteur de transcription PU. 1 est essentiel au fonctionnement de
Phématopoïèse. Chaque domaine qui le compose lui attribue des caractéristiques
distinctes et uniques. Parmi ces dernières, les sites de liaison à des partenaires
protéiniques jouent un rôle déterminant sur son activité. Ce dernier va alors réguler une
vaste gamme de gènes, incluant des récepteurs, des cytokines (IL-1F3, Il-4), des
immunoglobulines et d’autres facteurs de transcription; pour ne nommer que ceux-là.
Parmi les nombreuses cibles énumérées précédemment, deux nouvelles viennent de s’y
ajouter: Al et Mci-1. Les recherches que j’ai effectuées en laboratoire m’ont pernis de
constater que PU.1 avait également un rôle important à jouer dans les mécanismes de
régulation de la vie et de la mort cellulaire. Le prochain chapitre vous introduira aux




L’apoptose est un phénomène qui se définit comme étant la mort programmée de
la cellule. Celui-ci est caractérisé par une fragmentation de l’ADN, une condensation du
noyau, un rétrécissement de la cellule et la libération de corps que l’on dit « apoptotique»
{Kerr, 1972}. Ce phénomène à une fonction bien définie dans de nombreux processus
biologiques. Les deux situations les plus connues dans lesquelles le processus d’apoptose
est déclenché sont le développement embryonnaire ainsi que l’éradication des cellules
fortement endommagées. L’apoptose est aussi retrouvée dans divers types de pathologie.
L’apparition des cancers, la neurodégénérescence et les maladies auto-immunitaires
figurent parmi ces derniers. {Vaux, 1 999;Pellegrini, 1999 }. Différentes espèces ont
permis de mieux comprendre les voies signalétiques responsables de l’apoptose. Ceci
inclut la drosophile, C. elegan et la souris {Pellegrini, 1999;Ellis, 1991 }. Les paragraphes
qui suivent présenteront les principaux concepts reliés à ce processus.
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Principaux acteurs de la mort cellulaire programmée
Pour bien comprendre les rouages qui conduisent à une mort cellulaire programmée, il est
important de bien connaître les principaux acteurs qui entrent enjeu. Les deux principales
catégories sont: les caspases et les membres de la famille Bd-2.
Les caspases
Pour ce qui est des caspases, elles agissent à titre de « Cystéine et ASPartate protéASE»
intracellulaire. Celles-ci se retrouvent dans les cellules normales sous la forme inactive de
pro-caspase. Un clivage de la protéine est alors nécessaire pour les activer. Cette famille
se subdivise en deux groupes : les caspases initiatrices et les caspases effectrices. Les
caspases initiatrices englobent, entre autres, la caspase $ ainsi que la caspase 9, qui jouent
un rôle dans la cascade signalétique qui mène à l’apoptose. De l’autre côté, on retrouve les
caspases effectrices regroupant, pami les plus connues, la caspase 3, 6 et 7, qui ont une
action directe sur les processus d’autodestruction de la cellule.
famille Bel-2
Le second groupe, mais non le moindre, est la famille Bd-2. Deux grandes catégories
ressortent de ce groupe : les anti-apoptotiques et les pro-apoptotiques {Gross, 1999}. Les
protéines anti-apoptotiques, de la famille Bd-2, se caractérisent par la présence de quatre
domaines BH (Bd-2 homology dornain) et d’un domaine transmembranaire. Toutefois,
certaines exceptions sont présentes, car la protéine Bcl2Al ne contient pas de domaine
transmembranaire. De plus, on constate que les protéines Diva et Nr13 ne contiennent pas
de domaine BH3. Maintenant, si on regarde les membres de la famille Bd-2 « pro
apoptotiques », deux grandes sous-familles peuvent être représentées. Les membres ne
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contenant qu’un domaine BH3 sont nommés « BH3-only» et ceux contenant plusieurs
domaines BH. Maintenant que les principaux joueurs sont connus, les principaux
concepts décrivant la cascade initiatrice de l’apoptose vont être présentés (voirfigure IV).
Mécanisme.
Les cellules entrent en apoptose en réponse à différents stimuli. Ceux-ci
proviennent d’une source externe ou interne à la cellule. Les signaux externes sont
représentés par des toxines, des radiations ultraviolettes, une privation de facteurs de
croissance essentielle pour la survie des cellules. D’autre part, des signaux internes
peuvent provenir de différentes situations telles que la transformation d’une cellule
normale en cellules cancéreuses.
Les récepteurs de la mort (traduction libre de : death receptor), regroupant entre
autres CD95 (fas), Tnfrl, TRAIL, représentent les premiers éléments responsables de
communiquer à la cellule l’ordre d’amorcer l’apoptose. Ces récepteurs activés emploient
des adaptateurs moléculaires incluant fadd, Tradd et Raidd pour déclencher la cascade
signalétique amenant à l’apoptose. Le premier élément de cette cascade signalétique est la
caspases-8 initiatrice.
C’est à ce moment que la famille Bd-2 entre en jeu. Le signal est d’abord acheminé, par
l’intermédiaire de protéine telle que Bim et Bid, à la membrane mitochondriale. Sur la
membrane externe de cette organelle, on retrouve des protéines de la famille Bd-2
«pro» et « anti» apoptotiques. La première catégorie, c’est-à-dire les pro-apoptotiques
telles que Bak, serait responsable de former des canaux qui permettraient la libération
d’éléments contenus dans la membrane mitochondnale lors du déclenchement de
l’apoptose. À l’opposé, on retrouve la seconde classe de protéine, les anti-apoptotiques
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telles que Bd-2 et Bdl-XL. Celles-ci seraient responsables de former, en termes figurés,
des « bouchons» permettant de fermer des canaux produits par les protéines «pro
apoptotiques ». Le ratio entre les membres de la famille Bd-2, qui sont pro-apoptotiques
ou anti-apoptotiques, serait responsable de déterminer si la cellule devraït amorcer une
mort cellulaire programmée. Pour compléter cette figuration, si on retrouve plus de
canaux (pro-apoptotique) que de bouchons (anti-apoptotique), le processus d’apoptose
sera engagé. Cela sera suivi d’un déversement du contenu retrouvé entre la membrane
externe et interne de la mitochondrie.
Ce déversement inclut la libération du cytochrome c, ainsi que les protéines
Smac/Diablo et AJF {Li, 1997; Gross, 1999 }. La libération du cytochrome e entraîne
d’une part le dysfonctionnement de la mitochondrie et la perte de sa production d’ATP.
D’autre part, le cytochrome e est responsable d’activer Apaf-l qui, à son tour, s’associera
avec la procaspase 9. La première étape consistera en une auto-activation de cette
dernière. Ensuite, elle ira activer la caspase 3 effectrice. Cette dernière produira de
multiples coupures à l’intérieur de la cellule. Ceci entraînera la mort de la cellule sans
qu’aucun phénomène d’inflammation soit présent. Cette description de l’apoptose
représente le schéma généralement accepté. Toutefois, ce mécanisme est bien plus
complexe. Différentes variantes peuvent être appliquées selon le contexte. Par exemple, il
existe une voie qui ne passe pas par la mitochondrie pour induire le phénomène de mort
cellulaire programmé. Dans ce dernier cas, l’activation de la caspase 8 va directement
activer la caspase-3 effectrice. Maintenant qu’une description du phénomène d’apoptose a
été présentée, deux membres anti-apoptotiques, qui ont eu une grande importance dans
mes études, vont être présentés. Ceux-ci se nomment Mci-1 et Al.
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Mci-1
En 1993, la protéine Mci-1 (Myeloid Ccli Leukemia) a été découverte, par le groupe de
Kozopas et cou., dans des cellules de la lignée myéloïde engagée dans le processus de
différenciation {Kozopas, 1993 }. Depuis ce moment, celle-ci a été le sujet de plusieurs
études visant à mieux comprendre son rôle dans Phématopoïèse et dans les leucémies.
Voici les principales informations qui sont répertoriées à son sujet. Cette dernière est
d’une longueur de 350 acides aminés. Sa séquence comprend à l’extrémité C-terminale les
domaines BH 1 à 3 ainsi qu’un domaine transmembranaire (voir figure II). Du côté de
l’extrémité N-terminale sont retrouvés deux domaines PEST {Yang, 1995}. Les domaines
BH sont connus pour être responsables des interactions «protéines/protéines ». L’ancrage
de Mci-1 dans la membrane mitochondriale est assuré par le domaine transmembranaire.
Le domaine PEST est de la même catégorie que celui qui est rencontré dans la protéine
PU.1. Celui-ci permet une dégradation rapide de la protéine, ce qui assure une fine
régulation de cette dernière {Nijhawan, 2003;Cuconati, 2003;Craig, 2002 }. La séquence
PEST comporte deux sites de phosphorylation dont la fonction a été étudiée: soit la
sérine 121 et la thréonine 163. Lorsque la thréonine 163 est la seule à être phosphorylée,
Mci-1 favorise la survie de la cellule. Par contre, s’il y a plusieurs résidus phosphorylés,
Mci-1 adoptera plutôt une fonction pro-apoptotique {Domina, 2004;Inoshita,
2002;Domina, 2000 }.
Mci-l possède deux isoformes qui sont produites par épissage aiternatif, soit une forme
longue (Mci-iL) et une forme courte (Mci-1 S). La séquence qui code pour la forme
longue est composée de trois exons. La protéine est d’une longueur de 350 acides aminés,
comme indiqué précédemment. La séquence qui code pour la forme courte ne contient
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pas le deuxième exon et la longueur de la protéine qui en résulte est de 272 acides
aminés. Cette forme contient que le domaine PEST et le domaine BH3. Cette isoforme,
contrairement à Mcl-1L, est une protéine appartenant à la catégorie pro-apoptotique
{Bae, 2000 ; Bingle, 2000}.
Enfin, Mcl-IL peut-être coupé à deux endroits, soit au 128e acide aminé ou 158e acide
aminé. La coupure produisant le fragment « Mci-1 t 128-350» acquiert des propriétés
«pro-apoptotique» tandis que la formation du fragment « Mcl-1 t 158-350 » perd toutes
activités reliées à l’activation ou à l’inhibition de l’apoptose {Clohessy, 2004 }.
On sait aussi que Mci-1 a un rôle important à jouer dans la survie des cellules
cancéreuses. Une déplétion dc Mci-l par l’utilisation d’oligonucléotides anti-sens
déclenche Papoptose dans les cellules cancéreuses {Derenne, 2002;Michels, 2004 }. À
l’opposé, la surexpression, dans des souris transgéniques, de Mci-1 augmente l’incidence
de l’apparition de lymphomes. {Zhou, 2001}.
GM-CSf et Mci-1
Différents facteurs extrinsèques sont capables de réguler Mci-1. Parmi ceux-ci, on
retrouve les interleukines dont fait partie l’IL-3, les facteurs de stimulation de colonies
telles que le GM-CSF ainsi que les facteurs de croissance, les interférons et le TPA
{Craig, 2002; Chao, 1998 }. La présence de l’IL-3 ou du GM-C$f est connue pour faire
augmenter la concentration de la protéine Mci-1 à l’intérieur de la cellule, favorisant ainsi
la survie de cette dernière.
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Bc12-related Al
Al a été cloné pour la première fois à partir de cellules hématopoïétiques stimulées au
GM-CSF et provenant de la moelle osseuse {Lin, 1993 }. Celui-ci est principalement
retrouvé dans la moelle osseuse, les organes lymphoïdes, les poumons, dans les tissus
hématopoïétiques tels que les lymphocytes T helper, les macrophages et les neutrophiles
{ Lin, 1993;Hamasaki, 199$ }. Dans la souris, contrairement à chez l’homme, on retrouve
quatre isoformes: Al-a, -b, -c et -d. La séquence de Bcl-2A1 se retrouve sur le
chromosome 9 chez la souris et sur le chromosome 15 chez l’humain {Lin, 1997}.
L’homologie de séquence qui existe entre les isofomes «a », « b» et « d» est d’environ
95 % {Hatakeyama, 199$ }.
Une surexpression de celle protéine, Ai, est retrouvée dans de nombreux cancers (Favre,
2003;Kcnny, 1997;Karsan, 1996;Choi, 1995 }. Elle est composée des domaines BH1,
BH2, BH3 et BH4 (voir figure II). Toutefois, celle-ci ne possède pas de domaine
transmembranaire, contrairement aux autres membres de la famille Bd-2.
GM-CSf et Al
Al est normalement induit par des cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-3 et le
VEGF. {Lin, 1996 }. On sait également que la protéine Al voit son expression
augmentée suite à une stimulation au GM-CSF {Lin, 1993 }. De plus, la présence de celle
dernière se trouve à être supérieure à la fin de la différentiation myéloïde en réponse à un
traitement au GM-CSF ou au G-CSF {Lin, 1993 }. Finalement, des études d’ablation de
Al (Al-a) ont montré une augmentation accrue de l’apoptose dans la population des
neutrophiles {Hamasaki, 1998 }.
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Comme vous le verrez dans le prochain chapitre, les aberrations au niveau de
l’hématopoïèse peuvent causer des maladies graves. Une meilleure compréhension des
mécanismes qui contrôlent la myélopoïèse ainsi que l’identification de cible thérapeutique
potentielle, telle que certains membres de la famille Bel-2, pourrait éventuellement




Le cancer représente une population de cellules qui échappe au contrôle de l’organisme et
dont la croissance désordonnée se fait au détriment des tissus environnants. Ces cellules
ne répondent plus aux signaux de croissance environnants. Avec l’évolution de la
maladie, ces cellules peuvent envahir d’autres tissus sains, un phénomène que l’on appelle
métastase.
La leucémie se présente comme étant un type de cancer affectant le tissu sanguin. L’une
des premières personnes à avoir caractérisé cette pathologie se nomme Rudoif Virchow,
qui nota une très grande quantité de globules blancs dans le sang de personnes décédées.
Les origines étymologiques du terme leucémies proviennent d’ailleurs de l’union des
mots « blanc» et «sang ». Aujourd’hui, on regroupe deux grandes catégories de
leucémies les lymphoblastiques et les non lymphoblastiques, que l’on désigne aussi par
le terme «myéloïde ».
AML
L’abréviation AML signifie «Acute Myeloid Leukemia». La prévalence de ce type de
leucémie augmente généralement avec l’âge, rendant les personnes du troisième âge plus
sujettes à cette pathologie. Selon une étude faite aux États-Unis, l’âge médian des
personnes atteintes du cancer est de 6$ ans. Contrairement aux ALL, les enfants
représentent seulement 20 % des personnes qui sont atteintes par cette maladie. Les 80 %
restant représentent des personnes adultes dont la majorité d’entre eux ont un âge
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supérieur à 65 ans. La fréquence des personnes atteintes par ce type de cancer, pour la
population âgée de plus de 65 ans est de 17,6 par 100 000 habitants, comparée à une
fréquence de 1,8 par 100 000 habitants pour des personnes de moins de 65 ans {Stonc,
2004). Les hémorragies et les infections représentent les deux principales causes de décès
des personnes atteintes de cette maladie. Parmi les facteurs de risque connus, on retrouve
les personnes atteintes du syndrome de Down, du syndrome de Bloom, de l’anémie de
falconi’s, de la neurofibromatose, du syndrome de Wiskott-Aldrich, du syndrome de
Klinefelter’s, du syndrome Li-fraumeni et de l’ataxie telangiectasia. Les personnes
exposées au benzène, aux radiations, aux agents alkylants ainsi qu’aux inhibiteurs de la
topoisomérase de type II ont également une prévalence plus grande â développer une
AML. En fait, ce type de leucémie est très hétérogène et se sous-divise en plusieurs
catégories qui seront présentées dans le prochain paragraphe.
Types
L’identification des aberrations, à l’intérieur des cellules cancéreuses, aide à la
classification des leucémies et permet de déterminer la gravité du pronostic pour les
personnes atteintes. Pour nommer les aberrations cytogénétiques, on utilise la
nomenclature suivante: la lettre «t» représente une translocation entre deux
chromosomes tandis que les lettres mv présentent une inversion. L’utilisation de la lettre
« p» ou « q» représente les bras des chromosomes affectés. Les translocations t(8;21),
mv 16 ou t(16;16) et t(15;17), q(22,22) sont souvent associées à un pronostic favorable. À
l’opposé, des anomalies au niveau du chromosome 3 bandes q26, des délétions au niveau
des chromosomes 5 et 7 ainsi que des duplications au niveau des chromosomes $ et 13
représentent généralement un pronostic défavorable. Il en est de même pour les anomalies
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multiples au niveau du caryotype cellulaire. Finalement, on retrouve des pronostics
intermédiaires pour ce qui est des translocatïons entre les chromosomes 9 et 11.
Différentes études ont démontré que les personnes âgées (65 ans et plus) atteintes d’AML
ont, dans une proportion importante, une cytogénétique défavorable. De plus, ceux qui
présentent des anomalies cytogénétique favorables ont tout de même un taux de survie
inférieure aux personnes de moins de 65 ans. {Bauduer, 1999;Leith, 1997;Rowc,
2004; Grimwade, 2001 ;Grimwade, 1 998;Byrd, 2002 }.
Il existe deux modes reconnus de classification: la méthode FAB (french-American
Bntsh) ainsi que la méthode WHO (World Health Classification). La première a été créée
en 1976 et se subdivise en huit catégories allant de M0 à M7. La gradation M0 à M3
représente le niveau de différenciation des cellules leucémiques tandis que la gradation
M4 à M7 représente la lignée des blastes {Colby-Graham, 2003 }.
MO: Myeloblastique sans differentiation
Ml: Myeloblastique sans maturation
M2: Myeloblastique avec maturation
M3: Promyelocytique
M4: Myelomonocytique
M5a: Monocytique sans differentiation (monoblastic)
M5b: Monocytique avec differentiation
M6: Erythroleukemique
M7: Megakaryocytique
La classification WHO comporte quatre grandes catégories: les AML qui ont une
translocation chromosomique récurrente, les AML qui ont une dyspiasie de lignage
multiple, les AML avec une thérapie relative au syndrome myélodysplasique et les AML
n’appartenant pas aux trois premiers groupes. Ce dernier groupe comprend des sous-types
classés de façon similaire à la classification FAB. Enfin, on retrouve un cinquième
groupe qui inclut toutes les catégories d’AML à lignage ambigu. La classification WHO a
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été créée dans le but de regrouper les AML dans des catégories plus représentatives des
pronostics et des traitements utilisés.
Causes moléculaires
On retrouve trois principales classes de désordre présentes dans les cellules leucémiques:
les récepteurs dysfonctionnels, les transiocations et des défauts dans certaines voies
précises de signalisation intracellulaire.
Récepteur
Le récepteur Fit-3 (fms-lilce tyrosine kinase 3) a un niveau d’expression augmenté
dans 60 à 92 % des AML {Birg, 1992;Drexler, 1996;Rosnet, 1996;Stacchini,
1996;Carow, 1996}. En ce qui concerne l’hématopoïêse, ce récepteur n’est pas exprimé
dans les cellules souches. Celui-ci est exprimé dans les précurseurs oligopotents, ainsi
que dans les précurseurs se différenciant en monocytes et en lymphocytes B. Par contre,
il n’est pas observé dans la phase tardive de la maturation des lymphocytes B ni des
granulocytes matures {Lyman, 1998 ;Rappold, J 997;Christensen, 2001 ;Adolfsson, 2001
}. Il a été découvert, en 1996, qu’une forme, nommée flt3-ITD, contenait une duplication
dans le domaine juxtamembranaire du récepteur (Internal Tandem Duplication). Cette
forme erronée a une prévaience d’environ 23 % dans la population des personnes
atteintes d’AML {Moreno, 2003 ;Boissel, 2002;Whitman, 2001 ;Kainz, 2002;Kottaridis,
2001 ;Thicde, 2002;Schnittger, 2002;Frohuing, 2002 ;Kiyoi, 1 999;Xu, 1 999;Xu,
1999;Yokota, 1997;bu-Duhier, 2000;Stirewalt, 2001}. Le récepteur F1t3-ITD, qui est
constitutivement actif, augmenterait l’activité de protéines telle que STAT5, Ras/MAPK
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et PI3KJAKT {Tsc, 2000;Hayakawa, 2000;fenski, 2000;Kiyoi, 199$Mizuki, 2000 }.
Celui-ci est souvent retrouvé dans les sous-groupes de FAB M2, M3 et M6 {Boissel,
2002;bu-Duhier, 2001 ;Kainz, 2002;Kiyoi, I 997;Moreno, 2003;$chnittger,
2002;Whitman, 2001 }. La plupart du temps, sa présence est associée à un mauvais
pronostic {Whitman, 2001;Thiede, 2002;Schniftger, 2002;Kottaridis, 2001;Kiyoi,
1999;Kainz, 2002;Frohling, 2002;bu-Duhier, 2000 }. On note, parmi les faits
intéressants, que l’induction de FLT3-ITD dans la lignée cellulaire 32D entraînait un
blocage de la différentiation ainsi qu’une suppression de l’expression des facteurs de
transcription PU.1 et C/EBPŒ {Mizuki, 2003; Zheng, 2002}. Les 32D proviennent des
cellules de la moelle osseuse de souris C3HIHeJ. Elles ont, à l’origine, été infectées avec
le «friend murine leukemia virus» et doivent être maintenues en présence d’IL-3 dans
leur milieu de culture. Celles-ci représentent un modèle de précurseurs myéloïdes
couramment utilisés dans le domaine de la recherche en hématologie.
Pour ce qui a trait au récepteur «kit», il y a peu d’informations concernant son
importance dans les AML. Il semblerait que les AML impliquant le CBF (Core Binding
factor) seraient souvent associés avec des mutations au niveau de l’asparagine 816 de la
boucle activatrice du récepteur Kit. {Beghini, 2000}. D’autres mutations, au niveau de
l’exon 8 du récepteur « kit », ont été observées dans les AML avec mv 16 et dans
quelques cas de t(8;21) {Gari, 1999 }.
Enfin, des mutations se situant au niveau du récepteur c-fms (M-CSFR) pourraient
être impliquées dans des leucémies de type M4 et M5 {Springall, 1993;Meshinchi,
2003;McGlynn, 1998;Roussel, 198$;Tobal, 1990;Ridge, 1990;Gari, 1999}. En regard au
récepteur du G-CSf, il semblerait que des mutations de son récepteur causeraient la
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neutropénie chez les sujets atteints. Aussi, ce groupe de personne serait plus à risque de
développer une AML. {Freedman, 2002;Dong, 1995;Dong, 1997}. Par contre, ce
récepteur ne semble pas être un facteur initiateur d’AML.
Mis à part les récepteurs, les voix de signalisation en aval à ce dernier peuvent
également être mises en cause pour expliquer le développement de leucémies.
Voies de signalisation
Commençons par la protéine RAS. Son implication dans les leucémies fut remarquée
pour la première fois en 1984, par la présence d’une mutation activatrice dans la forme N-
Ras. On rapporte actuellement une incidence allant de 10 à 27 % pour les mutations dans
N-Ras {Vogelstein, 1990;Ahuja, 1990;Farr, 19$8, Neubauer, 1994 }, 5 à 10 % pour la
forme K-RAS {Vogelstein, 1990;Meshinchi, 2003;Neubauer, 1994 } et quelques rares
mutations pour H-Ras {Ahuja, 1990 } qui sont associées aux AML. Les mutations dans
RAS ne sont pas reconnues pour être à la source de l’apparition des AML, mais leur
présence est un facteur qui aide à la progression de la maladie.
D’après plusieurs recherches, la protéine STAT serait un autre élément impliqué dans
l’apparition des cancers. Une suractivation des protéines STAT telles que stat3 et stat5
semble fortement associée aux AML. Il a déjà été démontré que la présence de stat3 etlou
stat5 était nécessaire à la transformation de cellules cancéreuses présentant des
défectuosités au niveau de leurs RTK (Mizuki, 2000;Schwaller, 2000;Ning, 2001}. De
plus, des expériences ont déj à fait la démonstration qu’une forme constitutivement active
de STAT5 possédait des pouvoirs transformant sur les cellules qui l’exprimaient.
{Schwaller, 2000}.
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Finalement, des études ont démontré une implication de la voie PI3K dans le
développement des leucémies. Des inhibiteurs de cette voie ont été utilisés sur des
cellules de patients atteints d’AML en conjugaison avec d’autres médicaments
anticancéreux. Cet essai a permis de faire diminuer le niveau de survie des cellules
cancéreuses. C’est pour cette raison qu’il est possible de croire que l’activation de celle
voie a conféré un avantage aux cellules cancéreuses. {Xu, 2003}.
Les différentes voies de signalisation découlant de l’activation de récepteurs spécifiques
terminent généralement leur cascade signalétique par l’activation de facteurs de
transcription. Un grand nombre, de ces facteurs de transcription, sont maintenant connus
pour jouer un rôle primordial dans le déclenchement et l’évolution des leucémies. La
prochaine section en fera la présentation.
facteur de transcription
Au niveau des facteurs de transcription, on remarque que plus de 50 % des personnes
atteintes d’AML comportent une fusion, entre différents facteurs de transcription, qui
provient de la recombinaison homologue des chromosomes {Mrozek, 2001 ;Rowley, 1973
}. Les plus fréquentes dans les AML sont t(8;21), t(15;17) et l’inversion 16.
Le CBF (Core Binding factor) est impliqué dans les aberrations t(8;21), invl6 et t(16;16)
que l’on retrouve dans 25 % des leucémies. Celui-ci est composé de la protéine AML-1 et
de CBF3. La plus fréquente est la transiocation AML1-ETO t($;21). Elle est retrouvée
dans 10 à 15 % des patients adultes atteints d’AML {Langabeer, 1997;Langabeer, 1997}.
Des analyses de détection des cibles géniques ont démontré que AML1-ETO,
contrairement à la forme endogène d’AML, induisait la répression des récepteurs du GM
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- CSF et de l’IL-3 {Uchida, 1999;Mao, 1999}. AML1-ETO est aussi connu pour inhiber
la dïfférentiation hématopoïétique en dérégulant l’expression ou la fonction de facteurs de
transcription tels que PU.1, MEF, C/EBPu et AP-1 {Vangala, 2003;Mao, 1999;Pabst,
2001 ;Elsasser, 2003 ;Frank, 1 999}.
Les leucémies de type FAB M3, que l’on nomme APL (Acute Promyelocytic Leukemia),
sont principalement associées à la présence d’une fusion du facteur de transcription
RARŒ. Ces dernières représentent 10 % des AML {Grimwade, 2001 }. Dans la grande
majorité des cas, il s’agit d’une transiocation avec PML de type t(15;17) {Pandolfi,
2001}. Les leucémies causées par cette translocation reçoivent généralement une
combinaison de traitement incluant l’administration de l’ATRA (Ail-Trans-Rétinoique
Acid). Cela permet de détacher les co-répresseurs de type HDAC de la protéine de fusion
et ainsi induire leur différentiation. {Lin, 1998;He, 1998;Grignani, 1998;Melnick,
1999;Lin, 2000 }.
Pour ce qui est de la voix de signalisation de Wnt, celle-ci est impliquée dans les
mécanismes de renouvellement et de prolifération des cellules hématopoïétiques. Par
contre, des informations présentes dans la littérature semblent indiquer que cette voie de
signalisation pourrait également avoir un rôle à jouer dans le développement de
leucémies {Reya, 2003;Murdoch, 2003;Austin, 1997;Polakis, 2000 }. Toutefois, son
importance ainsi que son rôle précis restent à être définis.
Au niveau de la myélopoïèse, on sait que les facteurs de transcription PU.1, C/EBPŒ et
GATA-1 sont essentiels. Malheureusement, ceux-ci pourraient également avoir des rôles
à jouer dans le développement de leucémies myéloïdes. Le rôle de PU. 1 sera décrit avec
plus de détails dans la section PU.] et les leucémies. Pour ce qui est de C/EBPa, il serait
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impliqué dans environ 10 % des AML, représenté par les catégories FAB M1 et M2.
Celui-ci serait généralement associé à un bon pronostic. {frohling, 2004;Barjesteh van
Wa.a.lwijk van Doorn-Khosrovani, 2003}. Deux types de mutation sont fréquemment
retrouvés dans sa structure. D’une part, elles se situent au niveau du domaine basique de
la «glissière à leucine ». D’autre part, on retrouve parfois un déplacement dans le cadre
de lecture de la séquence qui code pour son gène, ce qui entraîne la formation d’une
protéine tronquée. {Gombart, 2002;Preudhomme, 2002;Pabst, 2001 }.
GATA- 1 fait, lui aussi, partie des protéines impliquées dans les AML. Toutefois, son
implication serait principalement restreinte aux personnes atteintes du syndrome de
Down. Chez ces patients, on retrouve des mutations qui insèrent un codon-Stop à
l’intérieur de la séquence codant pour GATA-1 {Wechsler, 2002}.
Le gène MLL (multi lineage leukemia) est impliqué dans les AML impliquant la
franslocation 11q23. Trois types de modification de ces gènes sont principalement
responsables de l’apparition de cancers. Par contre, on ne dénombre pas moins de 30
partenaires de transiocation de ce gène dans des AML Ceci est sans compter les
duplications partielles en tandem de ce gène ainsi que des amplifications de type « intra
chromosomale». Ce type d’aberration associée à la protéine MML est retrouvé dans
environ 2 à 5 % des AML ainsi que dans certains cas d’ALL (Acute Lymphoid
Leukemia).
Pour terminer, les gènes de la famille HOX ont un rôle essentiel à jouer dans le processus
d’hématopoïèse ainsi que dans l’apparition des leucémies. La surexpression ou la
translocation de certains gènes de cette famille a été associée au développement d’AML.
{Owens, 2002;Lawrence, 1 992;Krumlauf, 1 994;Lawrence, I 996;Thorsteinsdoffir, 1997 }.
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À titre d’exemple, on remarque que les gènes HoxA7 et HoxA9 voient leur expression
augmentée dans des blastocytes d’AML d’origine murine suite à certaines intégrations
virales {Moskow, 1995; Nakamura, 1996}. Comme on peut le constater, différents
facteurs de transcription ont un rôle à jouer dans l’apparition et le développement des
leucémies.
PU.1 et tes leucémies
Les Érythroleucémie et PU.1
La situation la plus connue de la surexpression de PU.1 est celle qui a amené sa
découverte par l’infection des cellules érythroïdes par le virus $FFV (voir section
découverte de PU. I). En effet, 95 % des infections, produites avec ce virus, entraînent
l’apparition d’érythroleucémies chez les souris. Ceci est dû à l’insertion, en 5’ du
promoteur de PUA nommé Spi-1, d’un élément LTR qui entraîne une expression
ectopique de PU.1 dans des précurseurs des érythrocytes. {Delgado, 1994;Goebl,
1990;$chuetze, 1992 ;$chuetze, 1993 }. Similairement, des données rapportent que le
même processus est présent dans la lignée cellulaire murine érythroleucémique MEL
{Delgado, 1994;Yamada, 1997;Rao, 1997;Galson, 1993 }.
Mutation de PU.1
Selon la classification FAB (Française-Américaïne-Britanique), PU. 1 aurait une
implication dans les AML qui appartiennent aux sous-catégories MO (stade primitif), M4
et M5 (myélomonocytique ou monocytique) ainsi que M6 (érythroleucémique). Selon
une étude dirigée par le groupe de Tenen et coll., on retrouve, sur 126 patients atteints
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d’AML, 9 qui ont des mutations au niveau de la région qui code pour PU. 1 {Mueller,
2002 }. Parmi ceux-ci, on compte 5 points de mutation au niveau du domaine ETS, qui
est responsable de la liaison à l’ADN. D’autres mutations ont été retrouvées dans le
domaine PEST (2 patients) et dans le domaine de transactivation (1 patient). Ces
mutations du facteur dc transcription PU. 1 ne sont pas retrouvées dans les patients ayant
une translocation t(15;17), t(8;21) ou mv 16. Toutefois, certaines corrèlent avec la
présence du récepteur chimérique fLT3-ITD. Les auteurs expliquent que ces mutations
pourraient inhiber l’interaction de PU. 1 avec certains de ces partenaires et ainsi favoriser
l’apparition de leucémies. Par contre, la fréquence des mutations retrouvée dans PU.1
chez les patients atteints d’AML n’est pas encore claire. En effet, d’autres études
indiquent que la fréquence des mutations, retrouvées dans la protéine PU. 1 des patients
atteints d’AML, serait plus faible que ce qui a été présenté précédemment {MueÏler,
2002;Lamandin, 2002;Dohner, 2003 }. Par ailleurs, les souris hétérozygotes pour des
mutations atteignant PU.1 ne développent pas de tumeurs. {Scott, 1997 }. Or, ce sont
justement des mutations hétérozygotes que l’on retrouve chez les patients humains. On
peut donc conclure que les mutations retrouvées dans PU.1 ne sont pas suffisantes à elles
seules pour expliquer l’apparition de leucémies. Toutefois, d’autres voies pourraient
impliquer PU.1 dans les leucémies de type AML.
Dérégulafion de PU.1
Selon des études se rapportant aux AML comportant une translocation de type t (821), il
a été rapporté que la protéine de fusion AML-ETO aurait un impact négatif sur la
fonction de PU.1 {Vangala, 2003, Westendorf, 199$}. Un autre problème fréquemment
rapporté dans les cellules de patients atteints d’AML est la présence du récepteur F1t3-
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lTD. Un des effets néfastes de ce récepteur chimérique serait associé à une dérégulation
de l’expression et de la fonction de PU.1 {Mizuki, 2003}. Enfin, des souris hypomorphes
pour l’expression de PU. 1, ont été obtenues à la suite d’une ablation du promoteur distal
(voir section Régulation de PU]). Plus précisément, cela indique que la région distale du
promoteur de PU. 1 est nécessaire pour obtenir un niveau d’expression normale. L’absence
de ces dernières entraîne une réduction de l’expression de PU. 1. On remarque également
une instabilité génomique ainsi que l’apparition de leucémies de type AML ou de type
lymphome-T chez ces dernières. De plus en plus d’observations indiquent que le facteur
de transcription PU.l aurait un rôle important à jouer dans le développement des
leucémies soit par un dysfonctionnement direct ou par une dérégulation de ce dernier.
Les diverses informations qui ont été présentées au sujet des leucémies myéloïdes aigus
permettent de mieux comprendre cette maladie. Toutefois, cette pathologie n’est pas
encore très bien comprise, c’est pourquoi les recherches qui se font dans ce domaine sont
très importantes. Voici un aperçu des traitements utilisés actuellement ainsi que des cibles




Bien que l’approche thérapeutique puisse varier selon les causes moléculaires propres à
chaque leucémie, le traitement standard est le suivant: 3 jours d’anthracycline qui sont
suivis de 7 jours de cytarabine. Ce traitement confère un taux de rémission d’environ
$0 % chez des patients dont l’âge varie entre 1$-60 ans {Stone, 2004}. L’anthracycline
est un antibiotique que l’on utilise à titre d’agent alkylant dans le traitement des
leucémies. Le mécanisme d’action, de ce dernier, consiste à s’intercaler entre les doubles
brins d’ADN, ce qui interfère avec la fonction de la topoisomérase. On retrouve à
l’intérieur de cette famille la daunorubicine, la doxombicine, la dactinomycine, le
mitoxanthione pour ne nommer que ceux-là. Pour ce qui est de la cytarabine, celle-ci est
un analogue de la désoxycytidine. Son mode d’action est le suivant: il consiste à inhiber
l’ADN polymérase ainsi que d’empêcher la transformation de la cytidine en
désoxycytidine par l’incorporation de cytosine arabinoside triphosphate (ARA-C) à
l’intérieur des cellules. Ce composé anti-métabolite entraîne alors un arrêt de la
prolifération des cellules. Son élimination par l’organisme est rapide et les effets
secondaires sont limités. L’utilisation de ce médicament se limite aux leucémies aigus et
aux lymphomes. Le but global de ce traitement consiste à vider la moelle osseuse ainsi
que l’ensemble du système hématopoïétique de toutes les cellules sanguines aberrantes
qui l’occupent. Ensuite, une phase de rémission est appliquée afin que les cellules souches
de la moelle osseuse puissent reconstituer le système hématopoïétique.
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Par contre, certains sous-types d’AML ont des traitements qui leur sont propres.
C’est le cas pour les APL (Acute Promyélocytic Leukémia de sous type M3 dans la
classification FAB). Dans ce cas, l’utilisation de 1’ATRA (Ail Trans Rétinoique Acid)
permet d’agir sur une classe de protéine chimérique constituée dc la protéine de fusion
RARŒ avec une autre protéine (voir section azise moléculaire ; facteur de
transcription). En effet, dans la grande majorité des cas, le facteur de transcription PML
se trouve à être fusionné avec le récepteur nucléaire RARŒ lors d’une translocation
aberrante. En l’absence de ligand, ce récepteur recrute des protéines que l’on dît co
répressives tels que les HDAC. Dans le cas de la protéine chimérique PML-RARa, le
niveau physiologique d’acide rétinoique n’est pas suffisant pour permettre le relâchement
des co-répresseurs qui y sont associés. Les gènes, qui sont sous le contrôle de régions
régulatrices dc PML ou de RARa, sont alors réprimés. L’ATRA agit alors comme ligand
pour la protéine chimérique. Celle-ci entraîne le relâchement des protéines associées à la
partie composée de RARa. Ainsi, la protéine de fusion peut alors activer les régions
régulatrices correspondant aux deux protéines endogènes qui la composent. Cet exemple
illustre bien l’utilité de bien comprendre les mécanismes qui sont en cause dans
l’apparition des leucémies afin de produire de nouveaux traitements efficaces et
spécifiques.
Cibles thérapeutiques potentielles
Comme il a été mentionné antérieurement, des problèmes liés aux voies signalétiques
sont souvent retrouvés dans les AML. L’Imatinib, qui est un médicament qui a un grand
succès dans le traitement des leucémies de type CML (Common Myéloid Leukemia),
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pourrait inspirer la conception de nouveaux médicaments pour traiter de multiples sous
catégories d’AML. La fonction de l’Imatinib consiste à inhiber certains types de
« tyrosines kinases» (TK) qui sont devenues constitutivernent actives. Dans le cas
présent, l’Imatinib agit à titre inhibiteur compétitif pour le site de liaison de l’AI? de la
protéine de fusion bcr-abl. L’Imatinïb agit aussi en provoquant l’intemalisation nucléaire
de bcr-abl à l’intérieur du noyau de la cellule, ce qui bloque le pouvoir anti-apoptotique
de cette protéine de fusion {Vigneri, 2001 }. Le même concept pourrait être transposé
pour produire des inhibiteurs de FLT3 dans les leucémies contenant une activité accrue
de ce récepteur ou de ses formes mutées. Différentes molécules sont en essai clinique à
l’heure actuelle {Karp, 2004}.
Une autre cible thérapeutique intéressante serait un inhibiteur visant les protéines de la
voie RAS, où une mutation activatrice est répertoriée dans 10 à 50 % des personnes
atteintes d’AML. Pour résoudre ce problème, des médicaments de la classe fTI (farnesyl
transferase inhibitors) ont été développés tels que le tipifamib {Karp, 2001 }.
Voici deux médicaments qui ont été approuvés cliniquement pour leur utilisation dans le
traitement des AML: l’arsenic trioxyde et le gemtuzumab ozogamicin {Byrd,
2004;Soignet, 2001 }.
Le gemtuzumab ozogamicin (GO) consiste en une fusion d’un anticorps monoclonal
humanisé ciblant le marqueur de surface CD33 avec un antibiotique
nommé calichearnicin. Le CD-33 est une protéine de surface que l’on retrouve, dans 90 %
des cas, à la surface des cellules cancéreuses des patients atteints d’AML ainsi que sur les
cellules souches hématopoïétiques {McGavin, 2001 }. Pour ce qui est de la calicheamicin,
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c’est un antibiotique hydrophile qui coupe, à des endroits spécifiques, l’ADN double-brins
{Larson, 2002;Giles, 2003}. Lorsque le GO lie une cellule, ce dernier est internalisé, ce
qui entraîne la libération de la calicheamicin dans les lysosomes, puis dans le noyau. Les
cellules ciblées entrent alors en apoptose.
Pour ce qui est du deuxième composé, soit «l’arsenic trioxyde », celui-ci est utilisé pour
le traitement de patients, atteints d’AML de type APL, qui ne répondent plus à
l’administration d’ATRA. Toutefois, les mécanismes d’action de ce médicament sont
encore méconnus.
Des études sont en court pour évaluer l’efficacité thérapeutique à grande échelle de ces
deux médicaments.
Parmi les cibles thérapeutiques intéressantes, on retrouve les pompes à efflux, de la
famille gpl7O, qui font ressortir les composés actifs des médicaments à l’extérieur des
cellules. Ces pompes permettent aux cellules leucémiques d’acquérir une résistance aux
médicaments en expulsant certains composés, tels que les médicaments anticancéreux,
qui entrent dans la cellule. Il y a donc des molécules qui sont en élaboration visant cette
cible thérapeutique {List, 2001}.
Il y a aussi des groupes qui ont mis au point des traitements ciblant la famille des gènes
Bel-2. Ceci est basé sur le fait que le niveau d’expression des protéines de la famille Bel
2, dans les cellules leucémiques de patients atteints d’AML, est souvent augmenté,
conférant aux cellules cancéreuses une plus grande résistance face à l’apoptose. Des
essais cliniques de phase 1111 ont déjà démontré que les 18 oligonucléotides oblimeresens
(G3139) étaient sécuritaires à utiliser sur des patients atteints d’AML {Marcucci, 2003;
Moore, 2006). L’apparition de fièvre se présente comme étant l’un des principaux effets
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secondaires. En effet, ce traitement utilise un anti-sens correspondant aux six premiers
codons de BCL2, ce qui permet d’inhiber grandement l’expression de la protéine. Ceci
rend les cellules cancéreuses plus sensibles aux traitements habituels. D’autres molécules
thérapeutiques, visant des protéines anti-apoptotiques, sont aussi rendues à des essais
cliniques {Mita, 2005}.
Astucieusement, d’autres équipes ont décidé de produire des inhibiteurs du protéasome
pour diminuer la dégradation de protéines importantes telles que p53, hcBa, cycline E ou
p27. Le bortezomib (ou velcade) est justement un inhibiteur de protéasomes qui,
conjugué avec la chimiothérapie habituelle, pourrait éventuellement augmenter
l’efficacité des traitements utilisés pour traiter les personnes atteintes d’AML {Cortes,
2004}.
Depuis longtemps maintenant, un intérêt important est porté sur la possible utilisation des
facteurs de croissance pour le traitement des leucémies. L’objectif est de permettre aux
cellules cancéreuses d’entrer plus rapidement en phase-S ainsi que de diminuer, après
traitement avec la chimiothérapie habituelle, la période de neutropénie. Ainsi, on pourrait
diminuer la mortalité reliée aux infections. Présentement, la cytokine GM-C$F, n’a pas
répondu aux attentes, lorsqu’elle a été administrée à la suite d’un traitement de
chimiothérapie. Les dernières études sorties indiquent que le GM-CSf ne présente pas
davantage lors du traitement des patients atteints d’AML. Par contre, en regard au G
C$F, une étude présentée par le groupe de Lowenberg et cou, en 2003 a montré que
l’utilisation de cette dernière, avant et pendant le traitement avec la chimiothérapie
conventiormelle, avait des effets bénéfiques. Il a été rapporté que le taux de survie et de
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rémission se trouvait augmenter chez les personnes qui avaient reçu l’administration du
G-CSf. Actuellement, l’emploi du G-CSF ou GM-CSF est considéré comme optionnel et
des études supplémentaires seront nécessaires pour prouver qu’il y a un avantage accru à
l’utilisation de ces facteurs de croissance pour le traitement des patients atteints U’AML
{Lowenberg, 2003 }.
D’un point de vue épigénétique, la méthylation des îlots CpG se retrouve augmentée dans
différentes catégories de désordre myélodysplasique. À la suite de cette constatation, un
agent favorisant hypométhylation de l’ADN, nommé azacitidine, a été produit, testé et
approuvé par la fDA (food and drug administration) pour le traitement de différents sous-
types de syndrome myélodysplasique (MDS) {Silverman, 2002 }.
Toujours d’un point de vue épigénétique, les anti-HDAC (histone déacétylase) pourraient
représenter une cible intéressante pour le traitement des AML impliquant CBF et les
fusions MEL {Kosugi, 1999;Gottlicher, 2001}. Des molécules telles que l’acide
valproique, le depsipeptide et le M$-275 sont en ce moment en cours d’étude pour leur
utilisation sur des personnes souffrant d’AML.
Les biopsies effectuées sur la moelle osseuse de patients atteints d’AML
permettent de constater qu’il y a une augmentation de l’angiogenèse comparativement aux
groupes témoins. De plus, il semblerait que le VEGF augmenterait la prolifération des
cellules leucémiques et que l’augmentation de son expression serait associée à un
mauvais pronostic. Le développement d’agents anti-angiogéniques représenterait une
cible thérapeutique de choix pour le développement des médicaments. Par exemple, le
bevacizumab, un anticorps dirigé contre VEGF, est déjà dans une étude de phase II,
utilisée avec la cytarabine et le mitoxanthrone. {Karp, 2004}.
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Des recherches devront être effectuées pour mieux comprendre les mécanismes
impliquant la voie de l’auto renouvellement. En ce moment, des gènes, tels que Wnt,
Bmi-1, Notch et ceux dans la famille Hox n’ont pas permis le développement de
molécules permettant de contrer les effets néfastes de ces derniers dans l’évolution des
AME {Antonchuk, 2002;Kyba, 2002;Lessard, 2003; Ohishi, 2003 272 ;Reya, 2003 273}.
Pour permettre une amélioration des traitements, certains buts devront être atteints. En
premier lieu, il faudra utiliser une batterie de traitement qui pourra cibler les différentes
lésions retrouvées dans les cellules cancéreuses. Ensuite, il faudra mieux comprendre le
rôle des cellules souches dans la réapparition des cancers suite à un traitement. Enfin, si
les cellules souches ont un rôle clairement établi dans la réapparition des cancers suite à
une chimiothérapie, il faudra trouver un traitement qui nous permettra de les atteindre.
Pour terminer, il faudra mieux comprendre les phénomènes de complémentation des
différentes voies signalétiques impliquées dans l’apparition des cancers. De là toute
l’importance des études que j’ai effectuées sur PU.l, car on sait que ce dernier est
exprimé dans les cellules souches hématopoïétiques (faiblement) et tout au long de la
myélopoïèse, jusque dans les cellules myéloïdes matures. De plus, comme je l’ai indiqué
précédemment (voir PU.] et tes leucémies; Dérégulation de PU.]), des données récentes
indiquent que plusieurs franslocations importantes pourraient induire l’apparition d’une
AML en dérégulant, entre autres, PU. 1. Les recherches que j’ai effectuées permettront
de mieux définir le rôle et les mécanismes qui feraient intervenir PU.1 dans le
dévetoppement de leucémies. Ainsi, une meilleure compréhension du phénomène




Il reste encore beaucoup à apprendre sur chacune de ces protéines malgré les recherches
pertinentes qui ont été répertoriées dans la littérature. Réunissant les informations
provenant de part et d’autre, on constate qu’une stimulation au GM-CSf entraîne
l’augmentation des trois protéines suivantes dans différents contextes: PU.1, Al et Mcl-
1. Par contre, la relation qui existe entre PU. 1 et les protéines « anti-apoptotiques» Al et
Mci-l, a été la source de mes recherches de maîtrise. Celle découverte a ajouté une pièce
importante à l’échiquier de la lutte contre le cancer. Toutefois, les mécanismes précis,
permettant d’expliquer le rôle de PU. 1 dans le développement des AML, sont encore
méconnus; d’où l’importance des travaux que j’ai réalisés. Ceux-ci permettront de mieux
comprendre les phénomènes qui gouvernent des processus normaux d’hématopoïèse,
ainsi que l’apparition et l’évolution des leucémies.
Objectifs et hypothèses de recherche
Voici les différents éléments qui sont à l’origine des hypothèses de recherche de ce
mémoire. Les données de la littérature indiquent que le récepteur du GM-C$f (GMR), le
facteur de transcription PU. I et différentes protéines anti-apoptotiques ont un rôle
important à jouer dans la myélopoïèse et dans l’apparition de leucémies de type myéloïde
aigu. Cet ouvrage présente des travaux qui traitent de l’activation du récepteur GM-C$f
et le déclenchement d’un mécanisme anti-apoptotique, impliquant la protéine Mci-1 et
Al. La relation qui existe entre le GMR et Mcl-1 ou Al avait déjà été rapportée {Lin,
1993; Chao, 1998}. L’Hypothèse que j’ai émise a été que ces protéines anti-apoptotiques
seraient régulées par PU. 1 suite à l’activation du GMR. La relation qui existe entre le
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GMR et PU.1 est un fait déjà bien établi {Shibata, 2001}. Par contre, aucune recherche
n’a démontré, jusqu’à maintenant, que le contrôle de Mci-1 et Al suite à l’activation du
récepteur du GM—CSF se faisait par l’intermédiaire du facteur de transcription PU. 1. Cette
découverte permet de relier conjointement les mécanismes de survie avec ceux de
différenciation cellulaire lors du processus de myélopoïèse.
Cet ouvrage présente également les différentes étapes de l’adaptation d’un modèle de
lignée cellulaire. Celui-ci.a été produit afin de permettre l’identification de complexes
protéiniques formés par PU_1 lors du processus de myélopoïèse. Ceci permettra
éventuellement de mieux comprendre l’importance du niveau d’expression et des
partenaires d’interactions de PU. 1 dans les différentes étapes conduisant à la production
de cellules myéloïdes matures.
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Légende des figures
de ta revue de ta littérature
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Figure I Chaîne Œ et du récepteur au GM-CSF
Cette figure présente les chaînes a et F3 qui composent le récepteur au GM-CSf (GMR ou
GM-C$FR). La chaîne la plus courte, qui est la chaîne Œ, est principalement responsable
d’assurer une haute affinité de liaison du récepteur avec son ligand. La chaîne la plus
longue, soit la chaîne [3, permet la transduction du signal, provenant du récepteur activé,
vers le reste de la cellule. Des exemples, de protéines impliquées dans des voies
signalétiques responsables de transmettre les signaux de prolifération ou de
différenciation, sont illustrés sur ce schéma.
Figure II: Structure des protéines PU.1, Mci-1 et Al
Trois protéines sont illustrées dans cette figure PU.1. Al et Mci-1. Les différents
domaines, qui composent la protéine pu. 1 (transactivation, PEST, ETS) ainsi que des
exemples de partenaires d’interactions connus, sont présentés dans cette figure. Dans la
structure de PU.1 et McI-1, les résidus identifiés, par la lettre « P », représentent les sites
de phosphorylation qui sont répertoriés. Les triangles blancs représentent les sites de
coupures de Mcl-l présentés dans la revue de ta littérature. Les acronymes BH et TM,
associés aux protéines Al et Mcl-1, signifient respectivement « Bd-2 homologie domain
» et « domaine transmembranaire»
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Figure III: Modulation de PU.1 lors de l’hématopoïèse
Ce diagramme indique, aux différentes étapes du confinement hématopoïétique,
l’importance du niveau d’expression de PU. 1 pour la différentiation des cellules. Voici la
signification des symboles: «“ » représente une augmentation du niveau d’expression de
PU.1, «i» représente une diminution du niveau d’expression de PU.1 et enfin « —* »
représente un maintien du niveau d’expression de PU. 1. Les cellules sont présentées de
gauche à droite, dans un ordre croissant de maturation, allant des cellules souches
hématopoïétiques aux cellules sanguines matures.
Figure W : Modèle général de Papoptose
Celle figure illustre le modèle généralement accepté pour décrire les processus qui sont
impliqués dans le déclenchement de l’apoptose. Les différents éléments importants décrits
dans la section « Apoptose , mécanisme» de la revue de la littérature sont présentés dans
ce schéma. Ceci inclut les récepteurs de mort (death receptor), les caspases ainsi que les
membres «pro et anti » apoptotiques de la famille B cl-2
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Les 32D sont des cellules de type myéloblaste originellement dérivées de la moelle
osseuse de souris. Celles-ci ont été données par le Dr Quesenbcrry (Roger Willïams
Medical Center, Providence, RI). Elles ont été maintenues dans un milieu IMDM avec
10 % de FBS et 10 nglml d’IL-3 murin /G-CSF humain I GM-CSF murîn. Les cellules
initialement utilisées ont été maintenues en présence de la cytokine IL-3 dans leur milieu
de culture. Cette dernière permet de les maintenir à un état de précurseurs myéloïdes non
différenciés. Toutes les cytokines sont produites à partir de cellules CO$ et sont calibrées
à partir de standards de protéines recombinantes, sauf le G-C$f humain (Amgen mc,
Thousand Oaks, Califomia, USA). Les cellules 32D sont ramenées à une concentration
de 25 000 celluleslmL tous les deux ou trois jours.
Les cellules f-9, provenant de la banque de cellules ATCC, originent d’un carcinome de
souris. Elles ont été maintenues dans un milieu contenant de l’IIVIDM avec 10 % de FBS
dans des boîtes de pétri enduit avec de la gélatine (de peau de porc; Sigma). Une solution
dc 0.1 % de gélatine d’origine porcine (porcine skim catalogue G-1890), a été incubée
pendant 24 heures à 4 °C. Ceci a permis de produire un revêtement de gélatine dans des
boîtes de pétri et des plaques servant à cultiver les cellules f-9. Des dilutions des cellules
à 1/15 ont été effectuées lorsque la confluence des cellules adhérentes atteignait $0 %.
Les cellules COS originent de la transformation de cellules de rein de type fibroblaste
provenant du «African green monkey» avec le virus de SV4O dont l’origine de réplication
a été mutée. Ces cellules proviennent de la banque de cellules ATCC. Elles ont été
maintenues dans un milieu contenant de l’IIvIDM avec 10 % de FBS. Lorsque les cellules




L’ADNc de PU.1 (Dr D.G. Tenen, Harvard Medical School, Boston,
Massachussetts, USA) a été amplifié par PCR (Fw: 5’- GCA CCI GAC GAG GAG ATT
TIC T -Y; Rv 5’- GIC AAG AAG AAG CTC ACC TAC C -Y ) pour enlever le codon-
Stop à l’extrémité C-terminale. Uétiquette TAP provient du laboratoire du docteur Guy
Sauvageau. La protéine PU.1-TAP, que nous avons produite, a été sous clonées dans les
vecteurs MSCV IRES GFP et p514 (p514 a été donné par le laboratoire du Dr David
Lohnes). Les plasmides pcDNA3 TAP c-tenu et pcDNA3 TAP N-term ont été donné par
Dr Anne Claude Gingras (Institute for Systems Biology Seattie, WA, USA). C’est la
séquence codante de c-jun contenu dans le vecteur pSV-sportl provenant du laboratoire
du Dr Nemer qui a été employé. Dans le vecteur pxp2, la région -132 à + 11 du
promoteur de IL-lB murin, en amont du gène codant pour la luciférase servant d’un
rapporteur, a servi aux essais fonctionnels
Transfection transitoires
Des transfections transitoires ont été effectuées sur des cellules Bosc et Cos par
l’utilisation d’une précipitation au CaPO4, suivant les procédures décrites par Lecuyer et
coll. {Lecuyer, 2002}. Les extractions de protéines ont été effectuées 48 heures suivant
les transfections. Le test d’inhibition du protéasome a été effectué avec le MG-132
(Calbiochem). Les cellules ont été traitées avec I 2.5mM de MG-132 (Calbiochem)
pendant les périodes de 12 heures.
Buvardage Western
Les extraits totaux de protéines ont été produits de la façon suivante. Les cellules ont été
rincées trois fois au PBS puis elles ont immédiatement été chauffées à 100 °C dans du
tampon de chargement Laemmli (25 mM Tris, 0.192 M Glycine and 0.1 % SDS sans
colorants) pendant 15 minutes. Les extraits de protéines ont ensuite été centrifugés à
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20 000 rpm pendant 20 minutes à 4 °C, puis ils ont été aliquotés et conservés à - $0 °C.
Des gels de 10 % SDS-PAGE ont été utilisés pour les bavardages Western.
Voici la liste des anticorps utilisés : PU.1 polyclonal (sc-352x, Santa cruz
Biotechnology, $anta Crw, California, USA), contre l’étiquette TAP monoclonale
(reconnaît la région: CSSGALDYDIPTTASENLYfQ; No de catalogue: CAB 1001
Open Biosystems 6705 Odyssey Drive Huntsvilie), Mci-1 polyclonai (S-19, Sc-$19,
Santa Crnz Biotechnotogy, Santa Cruz, California, USA), Bcl-2A1 polyclonal (MAB$51,
R&D systems, Minneapolis, IvflS, USA), PTP-1D polyclonal (No de catalogue: 610622
BD Bioscience BD, Mississauga, ON, Canada) et finalement GFP (fL) (catalogue
sc$334 Santa Cruz Biotechnology, $anta Cruz, California, USA).
Voici la liste des anticorps secondaires utilisés : Goat (chèvre) Anti-rabbit IgG (H+L)
HRP conjugated (Catalogue: 170-6515, Bio-Rad Laboratories Mississauga,
Ontario,Canada), Anti-Rat IgG (H+L) (Catalogue: 401416, Calbiochem, San Diego,
USA), Anti-mouse IgG (H+L) — HRP conjugate (Catalogue: 170-6516,Bio-Rad
Laboratories,Mississauga,Ontario,Canada).
La quantification des protéines a été effectuée avec la trousse « Bio-Rad protein essay ».
Immunoprécipitation de la chromatine
L’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) a été effectuée sur les cellules 32D avec
lOng/mL soit de I’IL-3, du G-CSFh ou du GM-CSf murin. Les cellules traitées au GM
CSF ont d’abord subi un traitement de 24 heures au G-CSF humain. Les cellules ont été
fixées avec du formaldéhyde (concentration finale de 1 %) pendant 10 minutes à
température de la pièce. La réaction a ensuite été arrêtée en utilisant de la glycine (à une
concentration finale de 0.125 I\’I). Les cellules ont ensuite été lavées avec un tampon
Triton (10 mM Tris-HCÏ [pH 8.01, 10 mM EDTA, 0.5 mM EGTA, 0.25 % Triton X-100)
suivi de 15 min de lavage avec un tampon au NaCl (10 mM Tris-HC1 [pH 8.0], 1 mM
EDTA, 0.5 mM EGTA, 200 mM NaC1). Les cellules ont été solubilisées dans du tampon
RIPA (radioirnmunoprecipitation assay; 10 mM Tris-HCI [pH 8.0], 140 mlvi NaC1, I mM
EDTA, 1 % Triton X-100, 0.1 % $DS, 0.1 % deoxycholate) suivi d’une lyse par
sonification (une série de 6 impulsions de 10 secondes), permettant ainsi d’obtenir des
fragments de chromatine soluble d’une longueur se situant entre 500 et 1000 pb. Un
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aliquot a été congelé et a servi de contrôle pour le signal non spécifique. Le reste de
l’échantillon a été nettoyé avec le Staph A celis (Calbiochem) pendant 30 minutes suivies
de l’incubation pendant une nuit complète avec l’anticorps, spécifique pour
l’immunoprécipitation, contenu dans le tampon RIPA, décrit précédemment. Un volume
de 5 1iL d’anticorps polyclonaux dirigés contre PU. I (sc-352x, Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, Califomia, USA) et 5 1iL dc sérum de lapin ($igma-Aldrich, Oakville,
Ontario, Canada) a été utilisé pour immunoprécipiter l’ADN. Le complexe ADN/protéine
a été lavé séquentiellement deux fois avec du tampon RIPA, du tampon L1C1 (10 mM
Tris-HC1 [pH 8.0], 250 mM LiCI, I mM EDTA, 1% NP-40, 1% deoxycholate), et du TE.
La chromatine liée aux protéines a ensuite été éluée à 65 °C pendant 15 minutes avec
300 .tL de tampon d’élution (50 mM de Tris-HCI [pH 8.0], 10 mM EDTA, 1 % SDS).
Les échantillons ont été dilués avec 300 tL de TE et chauffés durant une nuit complète à
65 OC, pour rompre la liaison entre les protéines et l’ADN. Après avoir effectué une
digestion de l’ARN et des protéines, l’ADN a été extrait avec une solution de
phénollchloroforme et précipité avec 10 .tg ARNt. Les procédures d’amplification PCR
ont ensuite été appliquées sur les échantillons.
Les régions promotrices ont été amplifiées par PCR quantitatif avec les oligonucléotides
suivants: Al Fw 5’- GTA CTG AGT TUA TAG CCG GAT GC -3’ , Al Rv 5’- GGT
CTG TGA AAG CCA AAG TTC -Y; Mcl-1 Fw TAT GCA GAG TTCCAG GGC AGC,




Une précipitation au CaPO4 a été utilisée afin d’introduire les plasmides d’intérêt à
l’intérieur des cellules F-9 lors des essais fonctionnels. La transfection a été produite
après une période de 24 heures suivant l’ajout de cellules (30 000 cellules/mL) au fond
des plaques de culture cellulaire. Toutes les lectures ont été effectuées après une période
de 48 heures suivant les transfections. Les conditions expérimentales employées
correspondent à ceux présentés dans la section résultats. Les essais luciférases ont été
effectués avec l’appareil: LUMIstar (Compagnie BMG Lab Tech.). Les mesures de
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normalisation utilisant le B-galactosidase ont été effectuées avec l’appareil suivant:
Genios Plus compagnie Tecan.
Extraction d’ARN messager et PCR
L’extraction d’ARN messager a été effectuée conformément au protocole présenté par
Invitrogen pour l’utilisation du Trizol (Invitrogen St Burlington, Ontario Canada). Les
cellules 32D ont été maintenues soit en présence d’IL-3, soit en présence de G-C$fh
pendant une période de 48 heures. Les cellules traitées avec 12,5mM de MG-132
(Calbiochem) l’ont été pendant les périodes de 12 heures. Les autres ont reçu le même
volume (5u1 dans 10 mL) du solvant seul (DM$O) dans lequel le MG132 était contenu.
Voici les oligonucléotides utilisés pour amplifier la séquence de PU-TAP : PUTAPc fw
RT-PCR 5’- GTC AAG AAG AAG CTC ACC TAC C -3’ et PUTAPc Rv RT-PCR 5’-
GCA CCT GAC GAG GAG ATT TfC T -3’. Voici des oligonucléotides utilisés pour
amplifier la séquence de la protéine qui est ubiquitairement exprimée HPRT: mHPRT
Fw 5’-GGC CAG ACT TfG TrG GAT TTG-3’et mHPRT Rv 5’-CAC AGG ACT AGA
ACA CCT GC -3’.
Cytométrie de flux
Les anticorps primaires utilisés dans les analyses de cytométrie de flux sont les mêmes
que ceux utilisés pour la méthode du buvardage western. Voici maintenant les anticorps
secondaires, conjugués à des fluorochromes, utilisés les analyses en cytométrie de fluxP:
FITC labeled goat (chèvre) anti-rabbit (Catalogue: 554020 Bioscience BD, Mississauga,
ON, Ca) et Goat (chèvre) Anti-Rat IgG (H+L) R-Phycoérythrin conj. (Catalogue:
R40004-1, CALTAG Laboratories Burlingame CA).
Les marquages de protéines intracellulaires, produits pour la détection en cytométrie de
flux, ont employé l’appareil nommé LSRII (BD Bioscience BD, Mississauga, ON,
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Canada). Voici la procédure qui a été appliquée aux cellules pour permettre la détection
de protéines intracellulaires. D’abord, les cellules subirent deux rinçages au PBS (4 °C).
Ils ont ensuite été suspendus à une concentration de 5X106 cellules/mL dans 750uL de
solution de Bouin’s (150 ml saturated picric acid (1,2%), 50 ml formaldehyde (37%), 10
ml of glacial acetic acid) et incubées pendant 20 minutes à température de la pièce. Par la
suite, les cellules ont été centrifugées à 1500 rpm, suivies d’un rinçage avec 15 mL de
PBS froid. Ces deux dernières procédures ont été répétées 3 fois.
Pour effectuer le blocage des sites non-spécifiques, les procédures suivantes ont été
appliquées. Les cellules ont été suspendues dans 1X106 cellules avec 100 uL de PBS
(sans Ca2 ni Mg2) et contenant 10 % de sérum correspondant à l’isotype du deuxième
anticorps. Ensuite, elles ont été incubées une heure à température pièce puis, elles ont
subi un lavage d’une durée de 10 min.
Les mêmes procédures que celles employées pour le blocage ont été utilisées pour
l’incubation du premier et du deuxième anticorps. Les cellules ont ensuite été suspendues
dans 350 uL de PBS et analysées au LSRTI.
Les procédures, de triage des cellules, ont été effectuées à partir de l’appareil nommé
FACS ARIA (BD Bioscience BD, Mississauga, ON, Canada). Les cellules mortes ont été
exclues des analyses par une coloration à l’iodure de propidium. (Molecular Probes,
Eugen, Oregon, USA).
Infection virale
Les cellules 293GPG {Ory, 1996), servant à la production de virus avec une
enveloppe virale de type VSV-G, ont été maintenues dans un milieu contenant du
DMEM, 10% de sérum FC$ inactivé, de la Puromycin (sigma) (2ug/ml) , du G418
(gibco) (0.3mg/ml) et 5 ug/mL de tétracycline (sigma).
Lorsque les cellules ont été transfectées avec le plasmide d’intérêt, un changement
de milieu ainsi que plusieurs rinçages ont été appliqués afin d’enlever tous les
antibiotiques présents dans le milieu. Pour la transfection des cellules 293GPG. celle-ci a
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été effectuée lorsque les cellules ont atteint une confluence de 85 %. La Lipofectamine et
1’ OptiMem 2000 (Invitrogen St Burlington, Ontario Canada) ont été employés ainsi que
des plasmides contenant séparément les gènes qui codent pour gag, pol, l’enveloppe du
virus et le vecteur contenant le gène d’intérêt. Le milieu de culture (DMEM + 10 % FC$
inactivé) des cellules 293GPG est changé 5 heures après l’ajout des réactifs présentés
précédemment. Le milieu des cultures contenant les virus est récolté tous les deux jours
jusqu’à ce que les cellules se détachent du fond de la boîte de pétri. La solution virale a
ensuite été concentrée en procédant à une centrifugation d’une durée 1h 40min et d’une
vitesse de 24 000 rpm. Les virus ont été dissous dans un volume de 600 iL de DMEM
puis congelés à -80 °C.
Le titre des virus a été effectué selon la procédure suivante. Dans une plaque de
24 puits, des cellules NIH-3T3 ont été déposées au nombre de 1000 cellules par puits. Le
lendemain du polybrene a été ajouté à chacun des puits avec une concentration finale 0.8
tg/ml. Au même moment, une solution virale a été incorporée au milieu de culture avec
une concentration décroissante partant de 1 OE2 dans le premier puits suivi de dilutions
successives de 1/10. Cette opération a été effectuée jusqu’à atteindre une dilution 1011 de
la concentration d’origine. La plaque contenait également avec uniquement une addition
de polybrene et un puits de cellules sans aucun ajout. Après deux jours, du G - 41$ a été
ajoutée afin d’obtenir une concentration finale de 1,5 mg/mL dans chacun des puits (sauf
aux cellules sans ajouts qui correspondent au contrôle de croissance normale des
cellules). Le lendemain et par la suite, des remplacements du milieu de culture sont
effectués tous les deux jours. Le titre a été déterminé par la dilution la plus grande
correspondant au puit où des cellules sont encore vivantes peuvent être retrouvées. Les
titres obtenus ont été de 1 * 106 CFU/ml pour les virus qui ont incorporé la protéine TAP
ou PU.1-TAP.
La veille de la procédure d’infection, les 32D (10 000 cellules/mL) ont été
déposées dans une boîte de pétri de 35 mm de diamètre. Ces dernières ont été infectées
avec la solution virale en présence lug/uL de polybrene. Les cellules infectées ont été
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sélectionnées avec de la néomycine (G418) pendant une période de deux semaines avant
que des ampoules soient congelées.
Électroporation
Uappareil Gene Pulser II (BioRad) a été employé pour électroporer les cellules 32D. Les
paramètres suivants ont été employés lors de l’élecfroporation: 1000 1iF, 320 V. Les
cellules vivantes ayant incorporé l’ADN ont été sélectionnées par la fluorescence émise




I. Effet du GM-CSf sur le niveau et la fonction de PU.1
Mise en contexte
La première partie de mes recherches a permis de mettre en relation deux processus
fondamentaux lors de i’hématopoïèse la différenciation et les mécanismes assurant la
survie des cellules. Le facteur de transcription PU. I a une fonction essentielle lors de la
myéiopoïèse, favorisant une différenciation en un type cellulaire donné. D’un autre côté,
on sait que les membres anti-apoptotiques Al et Mci-1, de la famille des cellules Bd-2,
sont connus pour jouer un rôle important dans le système hématopoïétique. En effet, en
absence de tous signaux extracellulaires, les cellules hématopoïétiques entrent en
apoptose. Pour que la cellule puisse survivre, des signaux, tels que le GM-C$F, doivent
communiquer avec des éléments, tels que Ai et Mci-i, qui sont responsables d’empêcher
la cellule d’entrer en apoptose. Finalement, l’activation du récepteur du GM-CSf est
connue pour être un événement initiateur de la différenciation des progéniteurs myéloïdes
en granulocytes ou en macrophages. Comme il a été mentionné à la section Revue de la
littérature, des relations séparées avaient déjà été établies entre l’activation du GM-CSFR
et les protéines Ai, Mcli et PU.1. Par contre, aucun lien n’avait encore été établi entre le
facteur de transcription PU.i et les protéines Al et Mcl-1. Des données provenant de
notre laboratoire ont démontré, dans des précurseurs myéloïdes de la souris, que la
cytokine GM-CSF entraînait l’augmentation du niveau d’ARNm de PU.i, Ai et Mci-i.
De plus, il a été démontré que ces augmentations corrélaient avec une diminution du
niveau d’apoptose chez les cellules étudiées. J’ai alors entrepris des recherches afm de me
pencher sur le sujet. Celles-ci ont eu pour objectif d’analyser, au niveau protéinique, les
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corrélations observées pour les ARNm ainsi que de vérifier si PU.1 pouvait agir
directement au niveau des régions promotrices de Al et Mci-1.
Expression de PU.1 et de Al en présence de GM-CSF
L’étape initiale a consisté à vérifier si la cytokine GM-CSf permettait d’induire
l’expression de protéines «anti-apoptotiques» dans les cellules 32D, un modèle d’étude
de la myélopoïèse. Cette lignée provient de cellules de moelle osseuse de souris C3WHeJ
infectées avec le Friend murine leukemia virus. Ces cellules, lors de leur maintien à l’état
basal, sont en présence de la cytokine IL-3. Dans ces conditions, celles-ci arborent la
présence de la protéine Mci-1 ainsi qu’une faible expression de PU.1 (figure la). En
présence de certaines cytokines telles que le G-CSf, celles-ci peuvent terminer leur
différentiation et produire des cellules hématopoïétiques matures. Se basant sur les
expériences rapportées par le groupe de Bigas et cou. {Bigas, 1998}, on sait qu’une
stimulation au G-CSF des 32D permettait d’entraîner l’expression des récepteurs du GM
CSF à la surface de ces cellules. Dans le milieu de culture cellulaire, l’IL-3 a donc été
remplacée par la cytokine G-CSF pour une période dc 24 heures. Par la suite, une
cinétique de stimulation des cellules à la cytokine GM-CSF a été effectuée afin d’évaluer
les changements du niveau d’expression de certaines protéines. Comme l’indique la figure
la, on remarque une nette augmentation de la protéine PU.l après 48 heures de
stimulation au GM-CSF. Dans les mêmes conditions, on remarque également une bande
représentative de la protéine Al. On ne remarque pas d’augmentation de l’expression de
la protéine Mci-l. De plus, la spécificité de l’anticorps a été validée sur des extraits totaux
de cellules Jurkat, qui expriment constitutivement la protéine Mci-l (figure lu).
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Cependant, ces données sont cohérentes avec des résultats antérieurs de notre groupe de
recherche. Ceux-ci démontraient une augmentation, par RT-PCR, de i’ARNm de Mci-1
pour des conditions expérimentales similaires. Ceci avait lieu suite à une augmentation de
l’expression de PU.1 dans les cellules 32D (St-Denis et cou, pas publié). Cette
augmentation était toutefois très faible après 48 heures de stimulation au GM-CSF,
contrairement à ce qui était observé pour le niveau d’ARN messager de PU.l et Al. Les
données présentées, à la figure « la », ont été confirmées par une mesure quantitative en
cytométrie de flux, qui est plus sensible que les buvardages westerns (voir figure lb).
L’augmentation de la concentration de la protéine Mci-l aurait donc lieu ultérieurement à
celle de la protéine Al. En somme, ces données indiquent que lorsque des précurseurs de
la lignée myéloïde sont soumis à des signaux de différenciation provenant de la cytokine
GM-CSF, on remarque que les cellules amorces des mécanismes leur permettant de se
différencier (via PU.l) ainsi que de promouvoir la survie au niveau cellulaire (via Ai).
En plus, des données de notre groupe de recherche, employant un anti-sens de PU.l sur
des cellules de moelle osseuse murine, démontrent clairement une diminution simultanée
de l’expression de la protéine Mci-l et PU.1 par buvardage western (St-Denis et cou, pas
publié). Dans les mêmes conditions, des études en cytométrie de flux indiquent une
augmentation de la détection de l’annexin V sur la population de cellules ayant reçu
l’anti-PU.l. Ces données permettent d’établir une relation entre l’augmentation de la
présence de la protéine PU.1 et la survie cellulaire induite par Al et Mcl-1. Dans des
précurseurs myéloïdes en contact avec la cytokine GM-CSf.
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Al et Mci-1 sont des gènes cibles de PU.1
Après avoir remarqué un changement dans l’expression d’éléments clés à l’intérieur des
cellules soumises à la cytokine GM-C$F, j’ai approfondi la relation existante entre ces
deux processus distincts, soit la différenciation et la survie cellulaire. Partant du fait que
PU.1 est un facteur de transcription, j’ai vérifié si les gènes Mci-1 et Al ne pourraient pas
être des gènes cibles de PU. 1. La figure 1 C présente des signaux provenant d’une
immunoprécipitation de la chromatine avec des anticorps dirigés contre PUA. Sur cette
dernière, on a procédé à une amplification PCR d’oligonucléotides spécifiques à la région
promotrice des gènes Al et Mci-1. Les données présentées ont été effectuées pour des
stimulations avec les cytokines G-CSF et GM-CSF (voir section matériel et méthodes).
Suite à la stimulation au GM-CSF, on remarque une relation plus prononcée de
l’occupation par PU.1 du promoteur Al en comparaison à celle de Mcl-l. En conclusion,
on remarque une augmentation de l’occupation des promoteurs proximaux des gènes Al
et Mci-1 par le facteur de transcription PUA lorsque le GM-C$F remplace la cytokine IL-
3 dans le milieu de culture (figure le).
Globalement, ces données permettent de soutenir le modèle suivant. La cytokine GM
CSF induit, dans les précurseurs myéloïdes, une augmentation du facteur de transcription
PU.1. Ce dernier augmente alors sa présence sur les promoteurs des gènes Al et Mcl-1.
Le niveau d’ARNm de la protéine Al augmente, puis il est suivi d’une augmentation plus
tardive de l’ARNm de Mci-1. Après 4$ heures, on peut facilement détecter la protéine
Al. Lorsque l’on induit une diminution de l’expression de PU.1 via un anti-sens, on
remarque au même moment une diminution des protéines anti-apoptotique telle que Mcl-
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1 ainsi qu’une augmentation de la détection de l’annexin V et par conséquent, de
l’apoptose. Somme toute, le GM-C$F augmente la présence de la protéine PUA, qui
favorise à son tour la survie cellulaire par l’intermédiaire de Al et Mcl-1.
II. Mise au point d’un modèle pour identifier les partenaires de PU.1
Mise en contexte
Ces premières expériences que j’ai effectuées s’ajoutent à celles produites par d’autres
étudiants, dont la somme pourra bientôt faire l’objet d’une publication. J’ai continué mes
recherches afin de décrire les rouages qui mettent en relation la différentiation myéloïde
guidée par PU.1 et le déclenchement de mécanismes assurant la survie cellulaire. Mon
objectif a alors été le suivant mettre en place un système permettant d’identifier les
partenaires d’interactions ainsi que les complexes formés par le facteur de transcription
PU.l. Le tout serait effectué sur des précurseurs myéloïdes (32D) soumis à un agent
permettant la différenciation cellulaire, soit le GM-CSf. J’ai alors décidé de recourir à la
méthode de double purification d’affinités, décrites par Séraphin et collègues {Puig,
2001}, pour identifier la formation de complexes. Bien qu’il existe plusieurs variantes à
cette méthode, voici les principes directeurs.
77
1) Mise au point d’une protéine de fusion PU.1-TAP
La première étape consiste à ajouter une étiquette TAP {Puig, 2001 à l’extrémité N ou C
terminale de notre gène d’intérêt. Avec l’objectif de produire la protéine chimérique PU.1-
TAP, j’ai procédé à la modification de la séquence codant pour le gène PU. I munn afin
d’enlever le codon-Stop. Suite à cette modification, j’ai ajouté l’étiquette TAP à
l’extrémité C-terminale.
L’étiquette TAP se subdivise en trois segments majeurs (voir figure $a). Deux séquences
de purification par affinité séparée par un site de clivage reconnu par l’enzyme TEV.
Voici les informations se rapportant à la séquence que j’ai utilisée. Le premier domaine
de purification présente une haute affinité avec les IgG. Un clivage avec l’enzyme TEV
est nécessaire pour libérer les complexes protéiniques de la colonne de purification. La
deuxième séquence de purification se lie à la calmoduline, dont un simple ajout de
chélateur de calcium à la solution d’élution est nécessaire pour décrocher le complexe de
la colonne (figure sb). Cette méthode a l’avantage de permettre l’identification de
complexes natifs se formant à l’intérieur des cellules lorsque celles-ci sont soumises à des
conditions particulières, tel qu’à la présence de GM-CSF. À la suite de ces étapes de
purification, les protéines composant ce complexe peuvent être déterminées par
spectrométrie de masse. Il est important de noter que les protéines isolées dans ces
complexes n’ont pas nécessairement toutes des interactions directes. Cette courte
description qui a été faite permet de bien comprendre la méthode qui pourra être utilisée à
la suite de mes travaux pour définir les complexes dans lesquels PU. 1 est impliqué lors
du processus de différentiation myéloïde. Dans le paragraphe suivant, je vais vous
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présenter les constructions génétiques que j’ai utilisées pour produire la protéine PUA
incorporant celle étiquette de purification.
Vecteur d’expression
Tout au long des expériences que j’ai produites, j’ai eu recours à deux catégories
de plasmides pour permettre l’expression de la protéine de fusion PU.1-TAP. Ces
vecteurs sont MSCV et p514.
a) MSCV
La première catégorie de vecteur contient des séquences flanquantes de type
pCMV-LTR (figure 2b). C’est un vecteur rétroviral, il est conçu pour permettre la
production de virus. Ce plasmide est optimisé pour les cellules hématopoïétiques,
permettant une meilleure expression d’une protéine d’intérêt à l’intérieur de ces dernières.
Ce vecteur contient également un marqueur de sélection à la néomycine. Il faut noter que
ce vecteur permet également d’effectuer des transfections transitoires sans que l’on soit
obligé de produire des virus.
b) p514
Pour ce qui est du vecteur p514, celui-ci contient un promoteur de type $V40, qui
permet une très forte expression de la protéine d’intérêt (figure 2c). Par contre, ce dernier
ne contient pas les éléments nécessaires à la production de virus. De plus, aucun
marqueur de sélection n’est intégré à l’intérieur de cc plasmide.
Comme vous le verrez, c’est par l’utilisation de ces deux outils que mon projet a
pu évoluer. Ils ont permis la création de cellules exprimant la construction PU.1-TAP
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servant de modèle pour l’étude des progéniteurs de la lignée myéloïde. Le texte qui suit
décriera les différentes étapes qui ont permis de construire et de valider ce modèle.
2) Expression transitoire de PU.1-TAP
Après avoir terminé les constructions génétiques, ma première initiative a été de
vérifier si ces protéines pouvaient être exprimées. Une lignée cellulaire, nommée Bosc,
reconnue pour permettre des expressions transitoires à de hauts niveaux a alors été
employée pour effectuer les transfections utilisant la précipitation au CaPO4. J’ai tout
d’abord commencé mes travaux avec Je vecteur MSCV. Comme le démontre la figure 3a,
la construction PU.1-TAP est très bien détectée avec l’anticorps dirigé contre la protéine
PU.1 ou contre l’étiquette TAP. De plus, la bande se trouve à une hauteur d’environ 60
kD, ce qui correspond au poids moléculaire attendu. Comme prévu, lTanticorps dirigé
contre la protéine TAP ne détecte pas la forme endogène de PU. 1. Enfin, lorsque les
cellules ne sont pas transfectées, les anticorps dirigés contre la protéine PU. 1 ou TAP ne
sont pas en mesure de détecter des protéines dans les extraits cellulaires. Il est important
de noter, que tous les anticorps secondaires ont le potentiel de détecter la protéine TAP.
Bien que ces données n’ont pas été présentées dans la figure 3a, l’extrait transfecté avec la
protéine TA? seule présente une bande à environ 20 kD pour toutes les
immunodétections (c.-à-d. s immunomarquage de GfP, PTP-1D et PU.1). Ceci n’a rien de
surprenant, puisque la protéine TAP permet d’effectuer une purification d’affinités en se
liant à une colonne de bille contenant des IgG. Cette bande correspondant à la protéine
TAP n’est donc pas représentative du manque de spécificité de l’anticorps primaire, mais
spécifique à la reconnaissance de l’anticorps secondaire. Ces données ont d’ailleurs été
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validées dans des recherches antérieures de notre groupe de recherches sur d’autres
fusions TAP en effectuant la détection de cette protéine seulement avec un anticorps
secondaire. Enfin, l’anticorps primaire dirigé contre la protéine TAP a pour avantage
d’être plus sensible que l’utilisation seule d’un anticorps secondaire dirigé contre des IgG.
Pour valider la quantité de protéine présente sur chaque colonne du gel, j’ai eu recours à
un anticorps dirigé contre PTP-ID qui est exprimé de façon ubiquitaire dans ces cellules.
Ce contrôle indique clairement que tous les puits contiennent la même quantité de
protéine. Toutefois, on remarque que le signal correspondant à la construction PU. 1 -TAP
est moindre que celui qu’on retrouve pour la transfection seule de l’étiquette TAP ou de la
forme endogène de PU.1. Lorsque j’ai élaboré celle expérience, j’ai également pensé à
introduire un contrôle qui me permettrait d’évaluer l’efficacité de transfection. Ce contrôle
consiste à procéder à une co-transfection des échantillons avec la protéine GfP. Comme
on peut l’observer, l’efficacité de fransfection est constante pour tous les échantillons et
aucun signal n’est détectable pour les cellules endogènes qui n’ont pas été transfectées.
Ceci indique que l’efficacité de transfection a été constante d’une fois à l’autre et que cette
efficacité ne permet pas d’expliquer la diminution du signal observé pour l’expression de
PU. 1 -TAP.
Une des hypothèses permettant d’expliquer le faible niveau d’expression de la
protéine PU.1 TAP fut que la quantité d’ADN transfectée soit été trop grande. En
employant le vecteur p51 4, il a été possible d’obtenir des niveaux d’expression largement
supérieure en utilisant environ 40 fois moins d’ADN contenant les plasmides codant pour
PU.1 TAP. Les paramètres de transfection que j’ai utilisés avaient déjà mis au point dans
le laboratoire, pour le vecteur p514 et les cellules COS. Cette différence entre les niveaux
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d’expression transitoire effectuée par transfection au CaPO4 des vecteurs p514 et MSCV
permet d’expliquer les différences observées entre les figures 4a et 4b, pour les essais
fonctionnels de la protéine PU. 1 TA?. L’image de la figure 3B fait ressortir clairement
une augmentation marquée de l’expression de la protéine lorsque l’on utilise le vecteur
p514. Cette étape m’a donc permis de valider que la protéine PU.1-TAP était
correctement exprimée, c’est-à-dire qu’elle a la bonne taille et qu’elle est reconnue de
façon spécifique par des anticorps.
3) Fonctionnalité de PU.1-TAP
PU. 1 est un facteur de transcription dont on connaît plusieurs cibles actuelles. L’une
d’elle, le promoteur proximal de IL-lB, a été étudiée par notre groupe de recherches dans
les années antérieures. Notre bonne connaissance de ce système m’a poussé à choisir cette
cible de PU. 1 pour valider la fonctionnalité de ma construction de PU. 1-TAP. Profitant
de la même occasion, ceci m’a permis de valider si la protéine produite par cette
construction était encore capable d’interagir avec la protéine c-jun, un partenaire connu de
PU.1. Celui-ci se fixe normalement du côté C-terminal de la forme endogène de PU.l,
juste à côté de l’extrémité à laquelle a été ajoutée l’étiquette TAP. J’ai alors procédé à des
essais fonctionnels utilisant le rapporteur luciférases en aval du promoteur de l’IL-lB.
Mes expérimentations ont commencé en utilisant la construction contenue dans le vecteur
MSCV. Comme il est illustré à la figure 4a, la construction PU.1-TAP conserve sa
capacité à activer le promoteur de IL-13, mais à un niveau légèrement moindre que son
homologue endogène. Cette différence de fonctionnalité se remarque aussi au niveau de
sa synergie avec le partenaire c-jun. Par contre, la présence de c-jun entraîne une
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augmentation, d’environ trois fois, du signal d’expression de la luciférase. Ceci est le cas
autant pour la forme endogène que pour que celle qui contient l’étiquette TAP. Me
rapportant aux résultats présentés à la figure 3a, j’ai alors émis l’hypothèse que les
différences d’intensité des signaux entre PU.l ou PU.l-TAP fussent fort probablement
dues à leur niveau d’expression protéinique respectif.
Pour confirmer cette hypothèse, j’ai repris les essais luciférases transfectant les cellules
avec la construction PU.1 TAP contenue dans le vecteur p514. Ma prédiction s’est alors
avérée fructueuse puisque cette fois-ci, pour les mêmes conditions données, on retrouve
un niveau d’activité de la luciférase égale, pour la forme endogène ou étiquetée de PU. 1
(figure 4b).
Ces tests m’ont permis de garantir que la construction que j’utilisais conservait sa
propriété à interagir avec ses partenaires d’interactions habituelles. En plus, cette dernière
conserve la propriété fonctionnelle d’activer des promoteurs connus, avec la même
efficacité que son homologue endogène.
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4) Production d’une lignée myéloïde exprimant PU.1-TAP
A. Transfert de PU.1-TAPpar infection virale
Une fois les premières étapes validant l’expression et la fonctionnalité traversées,
j’ai démarré le processus permettant de sélectionner des cellules 32D exprimant la
construction PU. 1 -TAP.
À cette étape, l’utilisation du vecteur MSCV présentait des avantages
considérables. Premièrement, les 32D sont des cellules en suspension, pour lesquelles il
existe seulement deux manières d’introduire des gènes à l’intérieur du génome les virus
ou l’électroporation. Le vecteur MSCV permet la production de virus, grâce à différents
éléments contenus dans sa séquence. Dans mes expériences, les virus ont été produits à
partir de cellules que l’on nomme 293 GPG {Ory, 1996}. Ces virus sont dits
«amphotropes», c’est-à-dire qu’ils peuvent infecter des cellules de différentes espèces. De
plus, ce plasmide contient dans sa séquence un marqueur de sélection qui permet d’isoler
les cellules qui ont intégré correctement l’ADN viral. La figure 5a dévoile les résultats
présentant l’expression de protéines dans les cellules 32D infectées. Ces expressions sont
comparées aux extraits totaux de protéine provenant de transfections transitoires dans les
cellules BOSC. On remarque clairement que lorsque l’étiquette TAP est insérée seule
dans les cellules 32D, le signal est comparable à celui des contrôles. Malheureusement,
on constate au même moment que la protéine PU. 1-TAP n’est pas exprimée dans les
cellules ayant été traitées pendant plus de deux semaines à la néomycine. Lorsque j’ai
configuré les paramètres de cette expérience, j’ai procédé à l’infection de cellules de
contrôle, soit les 293 T. Le but était de valider la capacité de mes virus à exprimer les
protéines désirées dans les cellules infectées. Cette image du gel (figure 5a) ne laisse
$4
aucun doute sur la capacité des virus à exprimer soit l’étiquette TAP seule ou soit la
protéine PU.1-TAP. De plus, l’expérience a été reprise avec une deuxième production de
virus et les résultats ont été identiques. Après avoir discuté avec mon groupe de
recherches, j’ai procédé à une sélection de plusieurs clones résistants à la néomycine. J’ai
isolé chaque clone et je les ai laissés se multiplier afin d’obtenir une vingtaine de
populations clonales. Une ampoule de chaque population clonale a été congelée dans
l’azote liquide. La figure 5b met en relief un gel contenant des extraits totaux de chaque
population clonale immunodétectées avec un anticorps dirigé contre la protéine TA?. Cet
anticorps se trouve à être plus sensible que celui dirigé contre PU. 1 pour détecter ma
protéine de ffision. Seul le clone 6 semble posséder une bande qui pourrait représenter la
protéine PU.1-TAP; mais la spécificité de cette bande est incertaine. Malgré tout, ces
résultats se sont révélés très peu satisfaisant pour permettre la purification de complexes
protéiniques.
Étant donné que ces résultats ne me permettaient pas d’affirmer, avec conviction,
que la détection de la protéine PU. 1 TA? était spécifique, j’ai procédé à l’analyse
d’ARNm contenu dans les cellules. J’ai également profité de l’occasion pour vérifier si
cette absence de détection était due à une dégradation précoce de la protéine d’intérêt. Par
la même occasion, j’ai procédé à un ajout de G-CSF au milieu de culture afin de forcer
ces dernières à se différencier. Je voulais déterminer, par ce test, si une augmentation de
l’expression, comparable à celle que l’on observe pour PU.1 (voir section revue de la
littérature), allait se produire pour la protéine de fusion PU.1-TAP. Les résultats
présentés à la figure 5e indiquent que le clone 6 exprime de l’ARNm spécifique à la
construction PU.1-TAP. En effet, cette bande n’est pas retrouvée dans les extraits
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provenant de cellules de type sauvage. L’intensité de la bande détectée est la même pour
les cellules 32D en présence d’IL-3 que pour les cellules 32D maintenues en présence de
G-C$f. Parallèlement à l’isolation d’ARN messager que j’avais effectuée, j’ai procédé à
une extraction totale de protéines pour détecter une seconde fois la présence ou l’absence
de PU.1-TAP. Cette fois-ci, les résultats sont clairs, puisqu’on ne retrouve aucune trace de
PU.1-TAP autant pour les cellules de type sauvage que pour celles provenant du clone 6.
L’inhibition du protéasome avec le MG 132 n’a rien changé à ce fait. Ces données m’ont
indiqué que l’infection virale a bien fonctionné, mais que l’absence de détection de la
protéine d’intérêt n’était pas due à sa dégradation. Par la même occasion, l’expérience m’a
permis de constater que l’induction de la différenciation dans ces cellules n’avait
d’influence que sur la forme endogène de la protéine. Une nouvelle stratégie devait donc
être employée.
B. Production de 32D PU.1-TAPpar étectroporation
Pour pallier ce problème, j’ai procédé à l’électroporation des vecteurs MSCV et
p514 dans les cellules 32D. Tout d’abord, j’ai modifié la construction MSCV PU.1-TAP
afin de remplacer le marqueur de sélection à la néomycine par celui de la 0f?. Pour ce
qui est du vecteur p514, j’ai co-transfecté ce dernier par électroporation avec le plasmide
MSCV-GFP. Conune le montre la figure 6a, les cellules positives ont été triées en
éliminant celles qui étaient mortes avec un marquage au PI. Ensuite, un triage a été
effectué en sélectionnant les cellules émettant de la fluorescence provenant du marqueur
de sélection GFP. Il est intéressant de noter à la figure 6b que le taux de cellules
fluorescentes est similaire pour ceux de type 32D MSCV GFP que pour les 32D p514
PU. 1 -TAP co-transfectées avec MSCV GfP.
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L’étape finale a été de déterminer si ces cellules triées exprimaient PU. 1 TAP. Les
résultats étalés à la figure 6e démontrent que ces cellules expriment correctement cette
protéine d’intérêt. On peut conclure que ce signal est spécifique puisqu’aucune bande
n’est détectée dans les puits d’extraits protéïniques de cellules de type sauvage ou dans
ceux n’exprimant que le marqueur GFP. De plus, les contrôles positifs indiquent que le
poids moléculaire de la bande détectée est exact. Comme on pouvait le prévoir,
l’expression de PU. 1 -TAP est environ trois fois plus forte dans les cellules qui ont été
transfectées avec le vecteur p514 comparativement à celles ayant reçu le plasmide
MSCV. Ces démarches (figure 7) ont donc permis d’obtenir, à l’intérieur des cellules 32D,
l’expression des protéines PU.1 fonctionnelles contenant une étiquette de purification
TAP.
Ouverture
Deux points majeurs ressortent de ces expériences. En premier, une relation
directe a été établie entre le facteur de transcription PU.1 et les protéines anti
apoptotiques Al et Mci-1, lorsque la différenciation est induite par le GM-CSF. Ensuite,
ces travaux ont amené la mise au point d’un système permettant d’étudier les complexes
formés lors de la différentiation myéloïde.
Malgré tout, certaines optimisations pourront être apportées au système que j’ai
mis sur pied. En effet, les résultats qui ont été présentés indiquent que l’expression
constitutive de PU.1 est incompatible à long terme dans les cellules 32D. Comme je l’aï
mentionné précédemment, celle lignée cellulaire représente un modèle de précurseurs de
la lignée myéloïde. Étant donné que PU. I est connu pour avoir un rôle actif lors de la
différenciation de ce type de cellule, il est possible que la présence de cette protéine soit
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réprimée à l’intérieur de cellules maintenues à un stade inactif, tel que c’est le cas pour les
32D.
La solution que je suggère, pour contourner cet obstacle, serait de mettre au point
un système inductible, qui contrôlerait le moment et la période pendant laquelle ce
facteur de transcription est exprimé. De cette façon, il serait possible d’extraire une
grande quantité de complexes protéiniques sans que des mécanismes, servant à diminuer
la présènce de la protéine, aient le temps d’être activés. Ainsi, il sera possible de produire
un modèle exprimant la protéine PUA TAP qui permettra l’étude du processus de




Figure 1 : Effet du GM-CSF sur Al et Mci-1 via PU.1
a) Le GM-CSF entraîne une augmentation des protéines Al et PU.1
dans les cellules 32D
Buvardage western présentant une cinétique de stimulation des cellules 32D. Ces
dernières ont soit été maintenues en présence d’IL-3 pendant 72 heures ou soit avec du G
CSF pendant 24 heures suivi du GM-CSf pendant 4$ heures. Le gel SDS-PAGE de 10 %
contenant 3Oug/puits de protéine a été employé pour la migration des protéines. Les
extraits totaux de protéines cellulaires ont été obtenus en faisant chauffer à 100 °C la
solution de Laemrnli, comme il est présenté dans la section <f matériel et méthodes». Les
anticorps dirigés contre les protéines suivantes ont servi à l’immunomarquage de la
membrane s PU.1, Ai, Mcl-1 et PTP-1D.
b) Le niveau d’expression de Al double dans des cellules 32D traitées 48
heures au GM-CSF
Analyse en cytométrie de flux permettant de mesurer l’augmentation de la présence, à
l’intérieur de la cellule, de la protéine Al et Mci-1 pour un temps de stimulation au G
CSF de 24 heures, suivi d’une période de 4$ heures au GM-CSf. Cette dernière a été
effectuée sur les cellules 32D traitées avec la méthode de fixation de Bouin’s. Les cellules
mortes ont été exclues du compte par l’utilisation de l’iodure de propidium. Les
paramètres de cinétiques sont les mêmes que ceux présentés à la figure la. Le signai du
non spécifique, représenté par la courbe en noir, correspond à un marquage utilisant
seuiernent le deuxième anticorps conjugué à un fluorochrome. L’espace que l’on retrouve
90
sous la courbe, qui est coloré en bleu, représente le signal provenant de la culture
cellulaire maintenue à son état de bases avec la cytokine IL-3. La coloration en vert
représente les cellules maintenues avec le GM-CSf, comme il a été mentionné
précédemment. Dans le graphique de gauche, l’immunodétection a été effectuée avec un
anticorps primaire polyclonal dirigé contre la protéine Mci-1 et un anticorps secondaire
contre les IgG de lapin couplé au fluorochrome FITC. Pour le graphique de droite,
l’anticorps primaire ciblait la protéine Al et l’anticorps secondaire était dirigé contre les
IgG de rats couplés au fluorochrome R-Phycoérythnn. Le signal du non spécifique,
représenté par la courbe en noir, correspond à un marquage utilisant seulement l’anticorps
secondaire correspondant. Les chiffres présentés en dessous des figures représentent la
valeur moyenne du signal.
c) Al et Mci-1 : des gènes cibles de PU.1 dans ies cellules 32D en
présence de GM-CSF
Immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) permettant d’identifier une relation directe
entre le facteur de transcription PU. I et les protéines anti-apoptotiques Al et Mcl- 1. Cette
dernière a été effectuée avec les cellules 32D stimulées à l’IL-3 ou pendant 24 heures au
G-CSf suivi d’une période de 96 heures au GM-C$f. Les extraits de chromatine
fragmentée ont été sujets à une immunoprécipitation avec une solution d’anticorps ciblant
PU.1 ou des IgG de lapin non spécifique. Un test de PCR quantitatif a été employé pour
détecter des régions promotrices de AI, Mci-1 et c-Kit. Les signaux présentés
correspondent au ratio suivant: signal obtenu par l’immunoprécipitation de PU. 1 sur les
signaux provenant des 10 % de l’extrait total de chromatine qui n’a pas été
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immunoprécipité (input). Les ratios d’amplification PCR dc Ai donnent 0.4 %, 3.8 % et
8.1 % correspondant respectivement à une stimulation des cellules 32D avec l’IL-3, le G
CSF et le GM-CSF. Dans le même ordre, les valeurs de 0.2 %, 1.2 % et 4.5 %
correspondent à l’amplification PCR du promoteur de Mcl-1. Ces ratios sont
représentatifs des signaux d’amplification PCR spécifique pour Al ou Mci-1, sur ceux
provenant de l’amplification PCR de la chromatine non précipitée par des anticorps
(< input» en anglais). Le ratio correspondant à l’immunoprécipitation IgG non spécifique
présente, dans tous les cas, une valeur nulle (Données pas montrées).
d) Validation de la spécificité de l’anticorps dirigé contre Mci-1
Buvardage western présentant un extrait total de protéine provenant de cellules Jurkat. Un
gel SDS-PAGE de 10 % contenant 30 .tg/puits de protéine a été employé pour la
migration des protéines. Un anticorps dirigé contre la protéine Mci-1 a servi
l’inmiunomarquage de la membrane selon les mêmes paramètres que ceux présentés à la
figure la.
Figures 2 : Schéma synthèse de la relation entre PU.1, Al et Mci-1 et les
vecteurs d’expression de PU.1-TAP
a) Les relations qui relient PU.1, Al et Mci-1.
Ce schéma récapitule les travaux que j’ai effectués sur la relation qui existe entre la
différentiation myéloïde contrôlée par le facteur de transcription PU. 1 et les mécanismes
assurant la survie des cellules promues par Al et Mcl-1. Les cinétiques d’expression de
protéines ainsi que des expériences de ChIP sont résumées dans ce diagramme.
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b) Plasmide MSCV
Ce plasmide contient la protéine de fusion PU.1-TAP. Ce vecteur est optimisé pour
permettre l’expression de protéines dans les cellules pluripotentes humaines ou murines.
Ce vecteur contient des régions LTR (Long Terminal Repeat) provenant du virus de
cellules souches murines «PCI\4V », permettant la production de virus incorporant le gène
d’intérêt à exprimer. Le marqueur de sélection à la néornycine est sous le contrôle du
promoteur pgk.
e) Plasrnidep5l4
Ce plasmide contient la protéine de fusion PU.1-TAP. L’expression de la protéine
d’intérêt est sous le contrôle du promoteur $V40. Ce vecteur ne contient pas de
marqueurs de sélection pour les cellules de mammifères.
Figure 3 : Expression transitoire de PU. 1-TAP
a) La construction de PU.1 TAP permet une expression correcte de la
protéine.
Buvardage western présentant l’expression transitoire de la protéine PU. 1 TAP. Chaque
puits, du gel SDS-PAGE de 10 %, contient 3Oug d’extrait total de protéine, qui a été
obtenu par la méthode qui utilise la solution de Laemmli, chauffée à 100 °C, sur des
cellules Bosc. Ces cellules ont subi une transfection transitoire par précipitation au
CaPO4. Les anticorps dirigés contre les protéines suivantes ont été utilisés pour
l’immunodétection: PU.1, TAP, PTP-ID et GFP. Au-dessus de chaque colonne du gel
sont indiqués les gènes qui ont été introduits à l’intérieur des cultures cellulaires. Les
acronymes P-T et WT indiquent respectivement «PU. 1 TAP» et «cellules de type
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sauvage ». Dans les cultures cellulaires correspondantes, une quantité correspondant à
12 tg de plasmides codant pour le gène PU.1 ou TAP ou PU.1 TAP a été transfectée.
Toutes les cultures cellulaires ayant subi une transfection ont également reçu 5 ig du
vecteur MSCV GFP ainsi que 15 .ig du plasmide pGEM4 vide. Les flèches noires en gras
pointent la bande correspondant à la protéine PU. 1 TAP. Les petites flèches noires
pointent soit la protéine PU. 1 ou soit la protéine TAP selon l’indication présente sur la
figure. Enfin, l’astérisque indique la détection de la protéine TAP par la liaison de
l’anticorps secondaire avec les sites de liaison aux 1gO de cette dernière. Celle bande est
présente pour toutes les immunodétections de celle figure, bien qu’elle ne soit illustrée
que pour la détection de la protéine PU.1.
b) Le plasmide p514 permet des niveaux d’expression supérieure au
vecteur MSCV pour la protéine PU.1 TAP.
Buvardage western comparant les niveaux d’expression de la protéine PU. 1 -TAP
exprimée soit à partir du vecteur M$CV ou du vecteur p514. Chacun des puits contient
lOug d’extrait total de protéine chargé sur un gel $DS-PAGE de 10 %, obtenu en
chauffant la solution de Laemmli à 100 °C. Ces extraits ont été produits à partir de
cellules COS ayant subi une transfection transitoire au CaPO4. Un anticorps dirigé contre
PU.1 a été utilisé pour l’immunodétection. Au-dessus de la figure est représentée p514 ou
M$CV. Ces derniers correspondent au choix du vecteur qui a été utilisé pour produire
l’expression transitoire de la protéine PU. 1 TAP. Enfin, l’indication WT correspond aux
extraits de cellules COS de type sauvage qui n’ont pas subis de transfections.
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Figure 4 Essais fonctionnels
a) PU.1 TAP conserve sa capacité à interagir avec c-jun pour activer le
promoteur de I’IL-lB
Essais luciférases permettant de confirmer la fonctionnalité de la protéine PU.1-TAP
exprimée à partir du vecteur MSCV. Cette dernière a été effectuée 48 heures après que
les cellules f-9 eurent subi d’une fransfection transitoire au CaPO4. Tous les essais
présentés dans cet histogramme ont reçu les vecteurs suivants pendant leur transfection:
CMV B-Galactosidase (250ng), pxp2m région -131 à + 11 du promoteur de l’IL-lB
(l000ng). Selon le cas, les cellules ont reçu la séquence qui code soit pour la protéine
PU.1 (l000ng) ou soit PU.1-TAP (l000ng), contenue dans le vecteur MSCV ainsi que
Sport c-jun (lOOng). Le vecteur pGem4 vide a été ajouté dans tous les essais afin que la
quantité d’ADN totale soit de 3 .tg pour toutes les conditions. Les valeurs indiquées
représentent en moyenne ± l’écart type des essais effectués en triplicata. Ce sont les
valeurs moyennes du ratio provenant des signaux luciférase/B-galactosidase qui sont
illustrées dans ce graphique, pour chacune des conditions données.
b) p514 confère à PU.1 TAP un niveau d’acfivité fonctionnelle similaire
àPU.1.
Essais luciférases permettant de confirmer la fonctionnalité de la protéine PU.1-TAP
exprimée à partir du vecteur p514. Ce dernier a été effectué 48 heures après que les
cellules F-9 eurent subi une transfection transitoire au CaPO4. Les paramètres de
l’expérience sont les mêmes que ceux présentés à la figure 4a à l’exception des détails
suivants. Les protéines PU.1 (25ng) et PU.1 TAP (25ng) sont contenues, cette fois-ci, à
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l’intérieur du vecteur p514. Les valeurs indiquées représentent en moyenne ± l’écart type
des essais effectués en triplicata. Ce sont les valeurs moyennes du ratio, provenant des
signaux luciférase/B-galactosidase pour chacune des conditions données, qui sont
illustrées dans ce graphique.
Figure 5 : Production de cellules 32D par infection virale
a) Les virus sont fonctionnels et permettent l’expression de TAP, mais
pas de PU.1 TAP dans les cellules 32D.
Buvardage western illustrant une immunodétection des protéines PU. 1 TAP et TAP dans
différents types cellulaires infectés avec les virus VSV produits à partir de cellules
293GPG. Les extraits totaux de protéine (3Ouglpuits) proviennent soient de cellules 32D,
293T ou Bosc. Les cellules 32D et les cellules 2931 ont été infectées avec des virus V$V
produits à partir des vecteurs «MSCV TAP» ou « MSCV PU. 1 TAP ». Les extraits de
protéine provenant des cellules Bosc proviennent de la même expérience que celle
présentée à la figure 3a. Les cellules 32D ont été sélectionnées pendant deux semaines
avec de la néornycine avant de subir l’extraction de protéine. L’anticorps utilisé était
dirigé contre la protéine TAP. Les acronymes P-T, TAP et WT représentent
respectivement des cellules ayant incorporé l’ADN codant pour les protéines PU. l-TAP,
TAP et les cellules de type sauvage sans aucune insertion d’ADN. Les flèches noires
représentent les poids moléculaires théoriques auxquels les protéines PU. 1 TAP et TAP
devraient se retrouver.
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b) Aucun clone ne permet une détection significative de PU.1 TAP
Buvardage western présentant des extraits totaux (3Oug/puit) de différentes populations
provenant de clones de cellules 32D. Ces dernières ont été infectées avec des virus VSV
produits à partir du plasmide MSCV PU. 1 TAP. L’extraction de protéine a été effectuée
par la méthode qui emploie la solution de Laemmli chauffée à 100 °C. Un anticorps
dirigé contre la protéine TAP a été employé pour effectuer l’immunodétection. La flèche
noire pointe à la hauteur théorique à laquelle on devrait retrouver la protéine de fusion
PU.1-TAP. Le puits identifié WT représente les cellules de type sauvage qui n’ont pas
subi d’infection virale. Chaque numéro représente une population clonale de cellules 32D
infectées.
c) L’ARN messager de PU.1 TAP est détecté dans le clone numéro 6
RT-PCR permettant de déterminer si l’ARNm qui code pour PU. 1 TAP est exprimé à
l’intérieur des cellules provenant de clones 6 des cellules 32D infectées. Gel d’agarose de
1 % présentant des amplifications par RT-PCR, produits à partir d’extraits de l’ARNm
provenant de la population clonale n° 6, tel que présenté à la figure 5B. À droite de
l’indication « conditions », l’utilisation des lettres « W, C, I, G, V» représentent
respectivement les cellules de type sauvage (sans infections) « W», clone n° 6 « C»,
traitement à l’1L3 pendant 4$ heures «I», traitement au G-CSf pendant 4$ heures « G »,
réactifs pour la réaction de PCR ne contenant pas d’ADN (vide) «V ». La séquence des
oligonucléotides utilisés pour l’amplification PCR est décrite dans la section «Matériel et
méthodes». La rangée du haut représente à l’amplification par RT-PCR, de la séquence
qui code pour PU.1 TAP. La rangée du bas représente l’amplification par RT-PCR de la
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séquence codant pour HPRT. Cette dernière est exprimée de façon ubiquitafre dans les
cellules 32D.
d) Des signaux de différenciation induite par le G-CSF ou une
inhibition du protéasome par le MG 132 ne permettent pas de détecter
la protéine PU.1 TAP
Buvardage western permettant de vérifier si les mécanismes de différenciation ou de
dégradation des protéines par le protéasome sont impliqués dans la stabilité de la protéine
PU.1 TAP. Les extraits de protéine (30 tgIpuits), obtenue par la méthode qui emploie la
solution de Laemmli chauffée à 100 °C, ont été produits à partir des cellules provenant du
clone 6. Un anticorps dirigé contre la protéine TAP a été employé pour
l’immunodétection. Le type de cytokine utilisé pour le maintien des cultures cellulaires a
été IL-3 ou le G-C$F, comme il est indiqué en bas de la figure. Les lettes « O» et « N»
représentent respectivement « oui, présence de MG 132 » et « non, absence de MG 132 ».
La colonne « conditions» indique si les cellules sont du type sauvage, identifié par le
terme « normal », ou si elles proviennent du clone 6 (voir la légende de la figure 5b). Le
contrôle de PU.1 TAP provient des mêmes extraits de protéine que ceux présentés à la
figure 3a.
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Figure 6 Production de cellules 32D par électroporafion
a) L’électroporafion permet l’insertion des vecteurs codant pour PU.1
TAP i Pintérieur des cellules 32D
Triage en cytométrie de flux permettant de sélectionner les cellules vivantes exprimant le
rapporteur GFP. La signification des couleurs est la suivante t en vert les cellules mortes,
en rouge les cellules vivantes qui ne contiennent pas de GFP et en bleu, les cellules qui
sont vivantes et qui émettent de la luminescence par l’intermédiaire de la GFP. Dans la
figure du haut, une population de 30 000 cellules est représentée. Dans la figure du bas,
seules les cellules vivantes sont présentées. Les cellules 32D présentées dans cette figure
ont subi une électroporation avec le vecteur p514 PU.1 TAP, avec les paramètres décrits
dans la section Matériel et méthodes.
b) Les taux de survie sont identiques pour les cellules incorporant les
plasmides codant pour PU.1 TAP et les vecteurs vides.
Analyse en cytométrie de flux, permettant de comparer le taux de survie des cellules
ayant reçu le matériel génétique permettant d’exprimer la protéine PU. I -TAP aux cellules
n’exprimant que le rapporteur GFP. Les cellules 32D ont été électroporées soit avec le
vecteur M$CV-pgk-GFP ou avec le vecteur p 514 PU. 1 TAP. Les courbes en rouges
représentent les échantillons électroporés avec les plasmides d’intérêt. En vert sont
représentées les cellules 32D qui ont subi une électroporation contenant des vecteurs
vides. Les chiffres de couleurs rouges ou verts représentent le pourcentage de cellules
GFP positives.
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e) La protéine PU.1 TAP est détectée dans les cellules 32D qui ont été
électroporées.
Buvardage western permettant de détecter l’expression de la protéine PU. 1 TAP dans les
cellules 32 D. Les extraits totaux de protéine (2 .tg par puits) proviennent des cellules
triées à la figure 6a et 6b. Les cellules qui ont été isolées sont celles qui exprimaient la
protéine Gf P. Un anticorps dirigé contre la protéine TAP a été employé pour
l’immunodétection. Les lettres W-T représentent des extraits de protéines produites à
partir de cellules 32D de type sauvage. Trois conditions ont été utilisées pour
l’électroporation: l’insertion du vecteur MSCV GFP identifié «GfP », l’insertion du
vecteur MSCV GFP PU.1 TAP identifié « MSCV PU.1-TAP », l’insertion des vecteurs
p514 PU.1 TAP et MSCV GFP identifiés « p514 PU.1-TAP». Les extraits de protéine,
servant de contrôles positifs pour l’expression de la protéine PU. I -TAP, proviennent de
la même source que ceux présentés à la figure 3a.
Figure 7 t Schéma synthèse des étapes qui ont permis la production de cellules
32D exprimant la protéine PU. 1-TAP constitutivement.
Ce diagramme résume les différentes étapes qui ont dû être franchies pour permettre de
valider le modèle des cellules 32D exprimant constitutivement la protéine PU.1 TAP.
Figure $ : Méthode de purification TAP
a) Structure de l’étiquette TAP
L’étiquette de purification TAP lie la protéine PU.l à son extrémité C-terminale. La
protéine TAP est composée de trois domaines de la protéine A permettant une liaison
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avec des IgG, du site de reconnaissance de la protéase TEV ainsi que d’une région qui a
une affinité avec la calmoduline.
b) Étape de double purification par affinité (TAP)
Voici les principales étapes de double purification par affinité « Tandem Affinity
Purification ». La première étape représente une liaison aux billes IgG, qui est rompue
par une coupure de l’étiquette TAP au site de reconnaissance de la protéase TEV. La
deuxième étape consiste en une liaison avec le fragment restant de l’étiquette TAP. Cette
liaison est défaite par l’élution de chélateur d’ion de calcium, tel que l’EGTA, dans la
colonne de purification. L’identification des protéines composant le complexe liant PU. 1



























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































« Première partie de mon projet: GM-CSf, PU.1, BcI-2A1 et Mci-1»
La première partie de mon projet à permis de relier deux concepts fondamentaux
en hématologie le processus de différenciation cellulaire ainsi que le mécanisme de
régulation de l’apoptose. Avant que ces recherches aient été amorcées, ces deux
mécanismes étaient vus comme des entités distinctes dont la régulation était
indépendante. Grâce aux données que j’ai apportées par des approches bien ciblées, on est
maintenant en mesure de constater que ces deux types d’événement sont en fait reliés.
Voici le schéma fonctionnel qui ressort de ces expériences. Lorsqu’un précurseur
myéloïde entre en contact avec un agent permettant la différenciation, tel que le G-C$F
ou le GM-CSF, une cascade signalétique s’active dans la cellule. Le niveau d’expression
du facteur de transcription PU. 1 s’accroît alors progressivement dans les 4$ premières
heures. Celui-ci va activer les promoteurs de gènes cibles pour permettre la
différentiation myéloïde. De plus, ce dernier empêchera la cellule d’entrer en apoptose, en
favorisant l’expression de certaines protéines anti-apoptotiques telles que Al et Mci-1. En
effet, le système hématopoïétique maintient son homéostasie par l’intermédiaire de
différents signaux incluant les facteurs de croissance et les cytokines. En absence de ces
signaux, les cellules contenues dans le sang entrent en apoptose. Par conséquent, pour
que les cellules sanguines soient maintenues en vie, des mécanismes contre la mort
cellulaire doivent nécessairement être activés. Dans le cas présent, le facteur de
112
transcription PU.1, activé par le récepteur GM-CSf, communique à la cellule l’ordre
d’engager son processus de différenciation et d’inhiber l’entrée en apoptose.
Ce type de relations a également été décrit pour la cytokine IL-3. Le groupe de Hsin-fang
Yang-Yen et cou. a démontré en 2003 une relation existante entre une stimulation du récepteur de
1’ IL-3 et l’activation du promoteur de Mci-l par le facteur de transcription PU. 1 {Wang, 2003 }.
Enfin, des travaux provenant de notre groupe recherche ont aussi remarqué des relations qui
existaient entre d’autres éléments importants pour la différenciation et la survie des cellules
hématopoïétiques. C’est le cas des travaux de Martin R. et coll. sur le facteur de croissance VEGF
ainsi que le facteur de transcription SCL {Martin, 2004}. C’est donc plusieurs évidences
retrouvées dans différents contextes qui soutiennent l’idée que la différenciation cellulaire et
l’in1ibition de l’apoptose sont en relation étroite.
Ces nouveaux éléments de compréhension de l’hématopoïèse ont un impact des
plus important. Dans les leucémies, trois éléments majeurs confèrent à cette maladie son
potentiel si néfaste pour l’organisme. Premièrement, les cellules adaptent un rythme de
prolifération anarchique. Deuxièmement, les progéniteurs n’arrivent plus à se
différencier. Troisièmement, les cellules cancéreuses déjouent les mécanismes d’apoptose
normalement responsables de l’élimination des cellules dysfonctionnelles dans
l’organisme. L’apport de mes travaux permet de placer en relation deux des trois éléments
énumérés ci-dessus; la différentiation et l’apoptose. Ces données permettent en partie
d’expliquer pourquoi les essais cliniques utilisant le GM-CSF pendant la chimiothérapie
n’ont pas été concluants {Rowe, 2004}. L’utilisation du GM-CSF avait pour but de
promouvoir la différenciation des cellules cancéreuses pour les rendre plus vulnérables
aux autres traitements anticancéreux utilisés en combinaison avec cette cytokine. Les
travaux que j’ai effectués permettent d’expliquer en partie pourquoi ce traitement n’a pas
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été aussi efficace que prévu. En effet, le GM-C$F promeut la différenciation cellulaire
par le facteur de transcription PUA. Toutefois, lorsque l’expression de PU.1 est
augmentée par une signalisation provenant du GM-C$F, celui-ci va se fixer aux
promoteurs d’agents «anti-apoptofiques » tels que Al et Mci-1 et favorise la survie de la
cellule. Dans cet exemple, c’est la promotion de la survie des cellules leucémiques que le
GM-CSf favorise. Les résultats obtenus par les études cliniques récentes n’ont donc rien
de surprenant (voir Revue de la littérature; GM-CSf--&-- Traitements potentiels). Le
GM-CSF devrait, par conséquent, être administré préférentiellement pendant la période
de rémission. Par contre, il pourrait être intéressant de développer un inhibiteur propre à
la protéine Ai, qui pourrait être utilisé en combinaison avec le GM-CSF lors de la
chimiothérapie. En effet, les études de délétion de gènes, chez la souris, ont démontré que
l’absence de Ai, contrairement à Mci-1, n’était pas létale {Rinkenberger, 2000}. En fait,
l’absence Al-a (l’équivalent de Al chez l’homme) présente comme principal phénotype,
l’accélération de l’apoptose dans les cellules de neutrophiles {Hamasaki, 1998}. Ainsi, le
GM-C$f permettrait de forcer les cellules cancéreuses à se différencier et l’inhibition de
Al entraînerait les cellules leucémiques myéloïdes à entrer en apoptose. De plus, mes
travaux de maîtrise indiquent que le GM-C$F promeut la survie des cellules par
l’activation de Al par la protéine PU. 1. L’utilisation du GM-C$f en combinaison avec un
inhibiteur de la protéine Al semble donc être une voie intéressante pour la mise au point
d’un traitement pour les personnes atteintes de leucémie rnyéloïde.
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Chapitre 9
« Deuxième partie de mon projet: PU.1-TAP, 32D, GM-CSF»
La seconde partie de mes recherches avait pour objectif d’identifier les partenaires
dTmteraction de la protéine PU. 1 lors du processus de myélopoïèse. Afin d’atteindre ce
but, j’ai décidé de mettre au point un système de purification des complexes protéiniques
contenant PU. 1 dans une lignée cellulaire (32D) servant de modèle pour la myélopoïèse.
Lors du déroulement de mes expériences, il m’a fallu utiliser deux méthodes, l’infection
virale et l’élecfroporation, pour exprimer la protéine PU. 1 TAP à l’intérieur des cellules
32D. Il semble que certains mécanismes complexes empêchent l’expression, à long
terme, de cette protéine chimérique à l’intérieur de ses cellules. Dans la littérature, PU. 1
est connu pour être finement régulé aux différentes étapes de l’hématopoîèse {DeKoter,
2000;Hoang, 2OO4Dahl, 2003}. Malgré tout, ces mécanismes de contrôle de PU.1 sont
encore méconnus. Lors de l’infection virale que j’ai produite dans les cellules 32D, j’ai
constaté que l’ARN messager est exprimé dans les cellules infectées présélectionnées
pendant deux semaines avec la néomycine. Voici la première hypothèse que j’ai émis
que l’absence de la détection de la protéine pouvait être due à une rapide dégradation de
celle-ci par le protéasome. Étant donné que la taille de l’étiquette TAP représente
pratiquement le tiers de la taille totale de la protéine de fusion PU. I TAP, un mauvais
repliement de cette dernière aurait pu entraîner sa dégradation. Ce n’est pas le cas,
puisqu’une inhibition de protéasomes par le MG 132 ne permet pas de faire apparaître de
signal représentatif de la présence de la protéine PU.1 TAP. Une deuxième idée que j’ai
eue a été d’émettre l’hypothèse que l’addition de l’expression de PU.1 TAP avec la forme
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endogène de PU.1 pouvait nuire au maintien des précurseurs myéloïdes. Il est très bien
connu, tel que présenté dans la section introduction, que la concentration intracellulaire
de PU. I a un rôle détenninant sur le devenir de la cellule {Dahl, 2003;DeKoter, 2000}.
Par exemple, au moment où un précurseur myéloïde a la possibilité de se différencier en
granulocytes ou en macrophages, une plus forte augmentation de PU. 1 favorise la
production de macrophage (et vice versa). J’ai donc pensé que l’addition de l’expression
de PU. 1 TAP à l’intérieur de certaines cellules pouvait avoir des effets majeurs. Ma
première idée a été qu’un trop haut niveau de «PU.1/PU.1 TA?» puisse déclencher des
mécanismes inhibiteurs pour la transcription de ce gène. Une seconde hypothèse était
qu’une trop forte concentration de «PU.1/PU.1 TAP» soit toxique pour les cellules
maintenues dans un état qui empêche la différenciation. Pourtant, une stimulation au G
CSF pendant 48 heures, permettant normalement d’augmenter significativement le niveau
de PU. 1 à l’intérieur des cellules, n’a pas plus permis d’enrayer les mécanismes empêchant
la traduction de l’ARNm de PU.1 TAP. Aussi, il est intéressant de noter que l’insertion du
même plasmide, par électroporation, m’a permis de détecter la présence de la protéine,
mais a de faibles niveaux. Ceci me laisse donc croire que l’expression constitutive de la
protéine PU. 1 TA? est incompatible avec le maintien des précurseurs myéloïdes à un état
non différencié, comme c’est le cas dans les cellules 32D. De plus, les informations
recueillies par mes analyses indiquent que ces mécanismes d’inhibition auraient lieu au
niveau de la traduction de l’ARNm en protéine. En effet, l’ARNm de PU.1-TAP a été
détecté, de façon spécifique, dans la lignée infectée et sélectionnée avec la néomycine.
Toutefois, aucune détection de la protéine n’a été observée, même après avoir procédé à
l’inhibition de protéasomes avec le MG 132. Enfin, l’électroporation que j’ai effectuée
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m’a démontré que la protéine PU.1-TAP pouvait être exprimée dans les cellules 32D,
mais a des niveaux très faibles et seulement de façon transitoire. Dans ce cas, il n’est pas
possible d’effectuer une purification TAP avec une quantité de protéine aussi petite.
Les données de la littérature ont déjà présenté un papier dans lequel l’expression de PU.1
a été induite dans les cellules 32D {Bellon, 1997}. Ceux-ci ont utilisé une infection des
cellules 32D en utilisant des virus produits à partir des cellules GP+E86 électroporées
avec le plasmide LXSN-PU.1. Selon cet article, la protéine PUA ne serait pas toxique,
mais accélérerait la différenciation cellulaire lorsque les cellules sont mises en présence
de G-CSF. finalement, la protéine TAP elle-même n’est pas toxique pour les cellules
32D (voir figure 5a) et la protéine PU.1 peut être induite constitutivement dans les
cellules 32D, selon les informations de la littérature mentionnée précédemment. Par
contre, la protéine PU.l TAP peut être exprimée transitoirement dans les cellules 32D
(voir figure 6), mais son expression à long terme ne semble pas possible (voir figure 5
b,c,d).
J’émets donc l’hypothèse suivante : si on insère la séquence qui code pour le gène de
PU.1-TAP à l’intérieur de précurseurs myéloïdes et que l’on inhibe son expression par
l’emploi d’un système inductible, il sera possible d’obtenir, au moment voulu, une très
grande concentration de la protéine, comme le démontre l’expression transitoire de la
figure 6.
De nombreux systèmes inductibles sont en ce moment disponibles, présentant chacun
leurs avantages. Parmi ceux-ci, le système d’induction aux stéroïdes présente des atouts
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intéressants pour ce projet de recherche. Celui-ci, offert par la compagnie Stratagène,
permet un contrôle serré de l’induction d’un gène d’intérêt par l’intermédiaire d’un
stéroïde (ponasterone A) provenant de la drosophile. Ceci a comme avantage de réduire
grandement l’interférence du système de vecteurs inductibles avec celui des cellules de
mammifères. Voici les principes généraux expliquant son fonctionnement. Les cellules de
mammifères (dans ce cas, les 32D) doivent incorporer deux plasmides: le pERV3 et le
pEG$H. Le premier est responsable d’exprimer constitutivement les récepteurs
nucléaires, VgEcR et RXR. Ceux-ci forment un hétérodimère qui, associé à des co
répresseurs, empêche l’expression du gène cible inséré dans le plasmide pEGSH. Les
plasmides contiennent chacun de marqueur de sélection, soit la néomycine et
l’hygromycine. Ce système est approprié pour permettre une expression transitoire de
protéine toxique pour la cellule, comme l’est probablement PU. 1 TAP, à long terme dans
les 32D.
Il sera alors possible d’induire une différenciation cellulaire à l’aide du GM-CSF et
d’identifier, à différents temps de stimulation, les complexes qui seront formés à partir de
PU,1. Ceci permettra d’une part, de mieux comprendre de quelle façon le facteur de
transcription PU. 1 est régulé au niveau de ses interactions «protéine/protéine ». D’autre
part, cette expérience permettra de mieux concevoir le processus de myélopoïèse. Il sera




« Perspectives relatives aux recherches quej’ai effectuées »
Rôle de ta concentration de PU.1 dans la composition des complexes
transcriptionnets formés
Un des champs de recherche qu’il serait intéressant d’explorer porte sur l’influence qu’a la
concentration de PUA à l’intérieur de la cellule sur les complexes transcriptionnels
formés pendant le processus de myélopoïèse. Pour ce faire, il serait intéressant
d’employer la lignée cellulaire « 503», qui est dérivée de souris déficientes pour
l’expression de PU.1 (voir section Revue de la littérature; rôle de PU] pendant la
djfférentiation). Il a déjà été démontré qu’une réintroduction, de la forme endogène de
PU. 1 à l’intérieur de cette lignée, permettait aux cellules de retrouver leur capacité se
différencier en présence de cytoldnes telles que le GM-CSF. Le projet que je décris
consisterait à réintroduire la forme étiquetée PU.1 TAP à l’intérieur des cellules, sous le
contrôle d’un promoteur inductible (voir chapitre 9). Il serait alors possible de faire varier
la concentration ainsi que le moment d’expression de PU. 1 dans des conditions fixes,
suite à l’induction de la différentiation myéloïde. Ceci permettrait de savoir par quel
mécanisme la concentration de PU. 1 influence le processus de différenciation cellulaire.
De plus, en utilisant ce modèle cellulaire, tout titre des partenaires d’interaction par la
forme endogène de PU.1 serait éliminé. Ceci représenterait donc un projet intéressant à
développer.
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Rôle de transtocation impliquée dans tes AML sur la fonction de PU.1
Une autre idée de projets, qui serait intéressante d’entreprendre, consisterait à déterminer
quels sont les effets de transiocations qui sont fréquemment retrouvées dans les
leucémies, sur les fonctions de PU.1. Certaines publications parues dans les dernières
années indiquent que des transiocations particulières telles que AML1/ETO et fLT3-ITD
peuvent influencer la fonction normale de PU.1 {Mizuki, 2000;Vangala, 2003}. Par
exemple, on pourrait induire à la fois, dans des précurseurs myéloïdes dtorigine murine,
l’expression de PU.1 TAP et de fLT3-ITD. Il serait alors possible de voir les
changements, dans les complexes formés par PU. 1, en présence d’autres protéines
connues pour être impliquées dans le développement de leucémies de type myéloïdes.
Détermination de la voie signalétique reliant le GM-CSf à PU.1
Il y a, finalement, un troisième axe de recherche qui pourrait être intéressant à examiner.
Différents éléments responsables de la régulation du facteur de transcription PU. 1 ont
déjà été établis (voir la section Revue de la littérature ; régulation franscriptionnelte de
FUi) {Li, 2001;Vangala, 2003}. De même, on connaît les différentes voies de
signalisation empruntée par le récepteur du GM-C$f activé (voir la section Revue de la
littérature ; GM-cSF-chaîne fi). Par contre, on ne sait pas laquelle de ces voies de
signalisation est responsable de réguler PU.1. II serait aussi pertinent de savoir quel
élément régulateur du promoteur de PU. I est contrôlé par l’activation du récepteur au
GM-CSf. Pour ce faire, on pourrait inhiber individuellement certaines voies de
signalisation et regarder laquelle est responsable de la transduction du signal entre le
récepteur du GM-CSF activé et l’expression du facteur de transcription PU. 1. Une autre
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possibilité serait d’utiliser des ARNi pour certains facteurs de transcription responsable de
la régulation de PU.1. On pourrait ainsi voir lequel est contrôlé par l’activation du
récepteur du GM-C$f.
Caractérisation de la spécificité des membres de la famille Bd-2 pour différents tissus
Finalement, mes travaux de maîtrise ont permis de mettre en relation le processus de
différenciation cellulaire ainsi que celui de régulation de l’apoptose. Ces deux processus
sont importants pour la progression des cancers. C’est d’ailleurs pour cette raison que
différents groupes tentent de cibler ces deux mécanismes. Comme je l’ai mentionné
précédemment, des essais cliniques ont tenté d’utiliser des cytokines telles que le GM
C$F et le G-CSF pour forcer la différentiation des cellules leucémiques (Rowe, 2004;
Schiffer, 2003}. D’un autre côté, on retrouve des essais cliniques dont les molécules
actives tentent d’inhiber les membres de la famille Bd-2 (voir section Revue de la
littérature ; traitement potentiel). Ces deux voies de recherche sont intéressantes et
méritent bien toute l’attention qui leur est portée.
De plus, les recherches présentées dans ce mémoire ont apporté un nouvel élément
important à notre compréhension de ces processus. Il existe une relation directe entre les
facteurs de transcription qui gouvernent la différenciation des progéniteurs vers une
liguée cellulaire spécifique et les éléments responsables de la survie/mort cellulaire
programmée. Ceci indique donc que certains facteurs « pro ou anti » apoptotîques ont un
rôle plus important à jouer, de façon précise, dans certaines lignées cellulaires. On peut
donc en déduire qu’en ciblant une protéine spécifique de la famille Bd-2 dans une région
bien déterminée, il serait possible d’induire la mort cellulaire programmée de façon ciblée
pour un tissu donné (voir chapitre 8). Des recherches, telles que celles que j’ai effectuées,
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sont importantes pour établir la relation qui existe entre les agents « pro ou anti »
apoptotiques et les tissus dans lesquels ils sont exprimés.
Conclusion
En somme, les travaux présentés dans ce manuscrit ont permis d’établir un lien entre les
mécanismes qui gouvernent la différenciation et ceux qui font la promotion de la survie
des cellules de la lignée myéloïde. La mise au point de la protéine de fusion PU.1-TAP
procure un excellent modèle pour étudier les mécanismes qui contrôlent la myélopoïèse.
De plus, de nombreuses évidences indiquent que ce facteur de transcription serait
impliqué dans l’apparition de leucémies. Une meilleure compréhension, du rôle exact de
PU. I dans l’apparition et le développement de leucémies, pourrait, par les approches que
j’ai développées, ouvrir la voie à la découverte de nouvelles cibles thérapeutiques.
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